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GLOSARIO Y ABREVIATURAS UTILIZADAS 
 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
APC: (del inglés: Allophycocyanin)  aloficocianina 
ARN: Ácido ribonucleico 
aW: actividad de agua 
Biot-St: (del inglés: Biotin/Streptavidin) Biotina/estreptavidina marcada 
CIDCA: Centro de Investigación y Desarrollo en Criotecnología de Alimentos 
cP: centipoise 
DGGE: (del inglés: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) Electroforesis en gel con 
gradiente de desnaturalización. 
DPI: días post infección 
FAO: (del inglés: Food and Agriculture Organization) Organización de las Naciones Unidas 
para la Alimentación y la Agricultura. 
FITC: (del inglés: Fluorescein isothiocyanate) Isotiocianato de fluoresceína  
GALT: (del inglés: Gut-associated lymphoid tissue) Tejido linfoide asociado asociado con 
el intestino. 
h: hora(s) 
IgE: Inmunoglobulina-E 
min: minuto(s) 
ml: mililitros 
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μl: microlitros 
μm: micrómetros 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
PCR: (del inglés: Polymerase Chain Reaction) Reacción en Cadena de la Polimerasa 
PE: (del inglés: Phycoerythrin)  ficoeritrina 
p/v: peso en volumen 
seg: segundo(s) 
UFC: Unidades Formadoras de Colonia 
UHT: (del inglés: Ultra High Temperature) Leche esterilizada 
vs: versus 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
TABLA RESUMEN DE MUESTRAS 
Producto Carrier Método de producción Escala de producción 
KUHTdir NO Secado directo ( ver sección 1.3.2.1.3) Laboratorio 
KWPdir NO Secado directo ( ver sección 1.3.2.1.3) Laboratorio 
MT Maltodextrina + Trehalosa  Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
MTN Maltodextrina + Trehalosa neutralizado Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
SM Leche descremada Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio/Piloto 
SMG Leche descremada + Glutamato monosódico Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Piloto 
SML Leche descremada + Lactosa Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Piloto 
SMM Leche descremada + Maltodextrina Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio/Piloto 
SMMN Leche descremada + Maltodextrina neutralizado Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
SMN Leche descremada neutralizado Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
SMS Leche descremada + Sorbitol Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Piloto 
SMT Leche descremada + Trehalosa Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
SMTN Leche descremada + Trehalosa neutralizado Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
WP Permeado de suero  Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
WPM Permeado de suero + Maltodextrina  Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
WPMN Permeado de suero + Maltodextrina neutralizado Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
WPN Permeado de suero neutralizado Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
WPT Permeado de suero + Trehalosa Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
WPTN Permeado de suero + Trehalosa neutralizado Secado con carrier (ver sección 1.3.2.1.4) Laboratorio 
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Objetivo general 
El objetivo general del presente trabajo consistió en el desarrollo de un producto 
deshidratado a partir de kefir mediante secado spray, que conserve propiedades probióticas 
comparables al producto original y la evaluación de su posible efecto beneficioso para el 
hospedador frente a la infección por parte de Giardia intestinalis. 
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1.1 INTRODUCCION 
1.1.1 Probióticos 
Desde hace varios años, tanto los profesionales de la salud, como el público en general han 
aumentado su interés hacia el consumo de probióticos y los beneficios a la salud que estos 
pueden conferir.  
El término probiótico fue acuñado a principios del siglo XX  por Eli Metchnikoff al 
investigar el alto promedio de vida de los campesinos búlgaros y relacionarlo con el consumo 
de leches fermentadas (Vasilevic y Shah, 2008). Metchnikoff afirmó que existía una 
dependencia de la microbiota intestinal con respecto a los alimentos que se consumen y que 
era posible sustituir los microbios nocivos por microbios útiles a los que denominó 
probióticos (Metchnikoff, 1907). Con el pasar de los años las definiciones del término 
probiótico fueron evolucionando y en 2001, expertos de la FAO y la OMS establecieron que 
son “microorganismos vivos que, cuando se consumen en cantidades apropiadas como parte 
de un alimento, confieren al huésped un beneficio para la salud”. 
Los probióticos pueden aportar beneficios en la mucosa y microbiota intestinal, disminuir 
el riesgo de infecciones y el desarrollo de enfermedades en el tracto digestivo y tener efectos 
beneficiosos sobre el sistema inmune. 
Un microorganismo probiótico debe cumplir ciertas condiciones para ser considerado como 
tal. Estos criterios pueden agruparse en 3 categorías: 
I) Criterios de seguridad: ser reconocido como un microorganismo seguro (GRAS, del 
inglés: Generally Recognized as Safe), ser genéticamente estables y no presentar resistencia 
a antibióticos dado el riesgo que existe de transferencia de dicha resistencia a 
microorganismos que causan enfermedades;  
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II) Criterios tecnológicos: mantener una adecuada viabilidad a lo largo de todo el proceso 
que conduce a la producción del alimento del que forman parte, poder ser 
parte de procesos reproducibles a gran escala, poseer, preferentemente, resistencia a 
bacteriófagos, que el producto del que forman parte sea organolépticamente aceptable; y 
III) Criterios funcionales: ser activos en el aparato digestivo, ser capaces de permanecer 
viables y de proliferar en el intestino y otorgar algún tipo de beneficio al 
huésped: favorecer la absorción y/o el metabolismo de nutrientes, favorecer el metabolismo 
del colesterol, regularizar la microbiota intestinal, antagonizar microorganismos nocivos, 
modular las defensas del organismo, y, aportar a los requerimientos de vitaminas. 
 
Los microorganismos probióticos han sido utilizados eficazmente contra diarreas 
producidas por rotavirus (Guandalini y col., 2000), diarreas asociadas a antibióticos que 
alteran la microbiota autóctona (Beausoleil y col., 2007) y diarreas producidas por 
infecciones bacterianas (Salmonella enterica serovar Typhimurium, Clostridium difficile, y 
Escherichia coli enteropatogénica) (Carey y col., 2008; Castillo y col., 2012; Maldonado-
Galdeano y col., 2011; Salva y col., 2010; Zacarías y col., 2014). 
Las enfermedades, el estrés, las dietas, la edad y los tratamientos con antibióticos son 
algunos de los factores que alteran la microbiota intestinal y el normal funcionamiento de la 
inmunidad, es por eso que los probiótico pueden colaborar a normalizar las funciones 
intestinales y promover mejores respuestas inmunológicas. (Borchers y col., 2009; Kopp-
Hoolihan, 2001; Maldonado Galdeano y col., 2019; Yan y Polk, 2011; Wang y col, 2018). 
Los probióticos pueden ser capaces de modular las defensas del organismo. Existen 
antecedentes de trabajos que demuestran que los microorganismos probióticos pueden 
ayudar a mantener la función barrera del epitelio intestinal y evitar desbalances en la 
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microecología del intestino (Isolauri y col. 2001; Rao y Samak, 2013). Frente a antígenos de 
microorganismos patógenos y alimentos, los probióticos pueden aumentar la barrera de 
defensa en el intestino, estimulando la producción de IgA o activando las células NK 
(Takeda y col. 2006). También pueden incrementar la actividad fagocítica de leucocitos 
intestinales (Sheih y col. 2001), promover la proliferación de linfocitos B (Kitazawa y col. 
2001) y de citoquinas (IL-2, IL-6, IL-8, IL-10) o regular la producción del factor de necrosis 
tumoral (TNF). (Bui y col., 2015; De Moreno de Le Blanc y col., 2011; Maldonado-
Galdeano y col, 2019; Resta-Lenert y col., 2015; Van Hemert y col., 2010; Yan y Polk, 
2011). 
Los alérgenos alimentarios pueden provocar una respuesta inflamatoria en el intestino por 
alteración de la función inmunológica. Existen estudios que verifican una disminución de 
las alergias ante el tratamiento con probióticos (Kuitunen y col., 2009; Rosenfeldt y col., 
2004; Sharma e Im, 2018). Los mecanismos por los cuales esto ocurre no son conocidos con 
certeza pero se postula que los probióticos podrían modificar la permeabilidad intestinal o 
bien intervenir sobre la producción de citoquinas que promueven la secreción de IgE (Smith-
Norowitz y Bluth, 2015). 
1.1.2 Kefir 
El kefir es una leche fermentada artesanal, originada y consumida masivamente en la región  
del Cáucaso y el este europeo y es una fuente potencial de microorganismos probióticos 
(Bengoa y col., 2019; Garrote y col., 2010; Leite y col., 2013). El fermento propio  del kefir 
lo constituyen los gránulos de kefir, una matriz de polisacárido y proteínas, que  contienen  
una  compleja  mezcla  de  bacterias (mayoritariamente lactococos,  lactobacilos  y  bacterias  
ácido acéticas, aunque pueden aparecer otras especies) y levaduras (fermentadoras y no 
fermentadoras de lactosa). La composición microbiana de dichos gránulos y la abundancia 
relativa de una u otra especie depende de su procedencia, de las condiciones de cultivo y del 
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almacenamiento y manipulación de los gránulos. La leche fermentada se destaca por su 
viscosidad, su sabor ácido (por la producción de ácido láctico y acético) y su aroma 
característico (Otles y Cagindi, 2003). 
El carácter probiótico del kefir o de los microorganismos aislados ha sido ampliamente 
reportado por la comunidad científica. El kefir tiene un amplio espectro de importantes 
beneficios para la salud, que incluyen propiedades fisiológicas, profilácticas y terapéuticas. 
Estos efectos son el resultado de una amplia variedad de compuestos bioactivos producidos 
durante el proceso de fermentación (como ácidos orgánicos, vitaminas, diversas proteínas y 
exopolisacáridos) y la microbiota altamente diversa, que actúa de forma independiente o 
sinérgica para generar un beneficio para la salud (Rosa y col., 2017). Entre estas propiedades 
probióticas se destacan el antagonismo  contra  patógenos  intestinales y las propiedades  
antimicrobianas (Garrote y col., 2000; Golowczyc y col., 2007; Kim y col., 2016; Silva y 
col., 2009) y la modulación de la respuesta inmune y la microbiota del hospedador (Carasi 
y col, 2015; Marquina y col., 2002; Vinderola y col., 2005, 2006). 
Si bien el sustrato tradicional para la preparación de kefir es la leche, varias investigaciones 
han propuestos nuevos sustratos para la fermentación con los gránulos (Athanasiadis y col., 
2002; Gamba y col., 2016; Londero y col., 2015; Silva y col., 2018) En este sentido, se 
destacan aquellos sustratos que constituyen un subproducto de la industria láctea, como el 
suero de leche. El suero de leche constituye una excelente fuente de nutrientes, pero a su 
vez, es uno de los subproductos más contaminantes de la industria alimentaria, ya que se 
continúa desechando y formando parte de los efluentes contaminantes de las industrias  
lácteas. Este problema se debe principalmente a que 1000 litros de suero lácteo generan una 
demanda biológica de oxígeno (DBO) de aproximadamente 35 kg y una demanda química 
de oxígeno (DQO) de unos 68 kg. Al verter el suero en un cuerpo de agua los 
microorganismos necesitan una gran cantidad del oxígeno para degradarlo y como 
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consecuencia disminuye la concentración de oxígeno disuelto  provocando  un desequilibrio 
en estos ecosistemas (Muset y Castells, 2017).  Hoy en día, existen numerosas políticas para 
concientizar acerca de este problema ambiental y promover el procesamiento del suero 
lácteo para generar productos con mayor valor agregado. El permeado de suero, por ejemplo, 
es un producto resultante de la ultrafiltración del suero lácteo y una posterior osmosis inversa 
para su concentración. Este producto ha sido utilizado exitosamente como suplemento para 
la alimentación animal, y también se ha propuesto e investigado su uso como medio para la 
fermentación de diferentes microorganismos (Gallardo y col., 2001; Parashar y col., 2016). 
Los reportes acerca del uso del permeado de suero y otros derivados del suero lácteo como 
sustrato para la fermentación de kefir mostraron que permitía obtener un producto con un 
número de bacterias lácticas y levaduras comparable al kefir elaborado en leche, mostrando 
una cinética de acidificación similar y una menor viscosidad tras la fermentación (Gamba 
2016).  
Aunque  el  kefir  es comercializado  en algunos  países,  la  fabricación  industrial  presenta  
una  serie  de  inconvenientes  con  respecto  a  la  estandarización  del  producto  y  a  la  
vida  útil.  Para la elaboración de kefir a escalas industriales se suele utilizar una selección 
de cepas provenientes del producto artesanal o un subcultivo proveniente de un cultivo 
madre a gran escala (Leite y col., 2013). Además de las dificultades propias que genera la 
estandarización de un producto conteniendo diversos microorganismos, uno de los desafíos 
más importantes radica en que los productos comerciales basados en kefir suelen requerir 
refrigeración para su transporte y almacenamiento, lo cual genera costos elevados en la 
logística que lo hacen poco atractivos comercialmente.  Teniendo en cuenta la creciente 
demanda de productos probióticos y/o que aporten un beneficio a la salud, la búsqueda de 
nuevas presentaciones que faciliten el transporte y el almacenamiento, como un producto 
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deshidratado en polvo, representa una innovación que ayudaría a la difusión y popularización 
de este tipo de bebidas.  
1.1.3 Probióticos deshidratados 
La mayoría de los probióticos comerciales disponibles en el mercado forman parte de 
alimentos de la industria láctea (yogures y leches fermentadas). La industria y el mercado de 
productos probióticos han crecido enormemente durante la última década, y se cree que para 
2023 el mercado de los probióticos superará los 65 billones de dólares (Global Market 
Insights, 2016; Reid y col., 2019).  
Tradicionalmente se utilizaron fermentos líquidos como cultivos starters para inocular 
productos lácteos, como ya se mencionó para el caso del kefir elaborado a escala industrial. 
Los avances en la biotecnología llevaron a la aplicación de cultivos concentrados 
deshidratados o liofilizados, otorgando una ventaja tecnológica a la industria ya que se 
elimina el subcultivo en la planta, reduce los costos asociados con la preparación de cultivos 
a granel y reduce el riesgo de infección por bacteriófagos (Santivarangkna y col., 2007). Por 
lo tanto, hoy en día se busca reemplazar los cultivos starter líquidos artesanales con cultivos 
comerciales concentrados (Hansen, 2002). 
Aunque la liofilización es la técnica de deshidratación convencional utilizada 
comercialmente por los fabricantes de cultivos starter, ésta es más larga y costosa que otros 
procesos de secado.  
Tabla 1: Costos de diferentes procesos de deshidratación tomando como referencia el proceso 
de liofilización. Adaptado de Santivarankga y col. 2007. 
Proceso de secado Costo Fijo (%) Costo Manufactura (%) 
Liofilización 100 100 
Secado por vacío 52,2 51,6 
Secado Spray 9,3 24,1 
Secado en lecho fluidizado 8,8 17,9 
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En la Tabla 1 se muestran los costos de los diferentes métodos de secado comparados con la 
liofilización (Santivarangkna y col., 2007). Se han hecho muchos intentos para desarrollar 
procesos de secado alternativos de menor costo, y algunos autores han observado resultados 
positivos en cuanto a la viabilidad luego del proceso (Cardona y col., 2002; Cui y col., 2018; 
Efiuvwevwere y col., 1999; Fu y col., 1995; Gardiner y col., 2000; Huang y col., 2018; 
Millqvist-Fureby y col., 2000; Rivero y col, 2009).  El secado spray se puede utilizar como 
alternativa a la liofilización porque permite intensificar la transferencia de calor y masa, 
organizar procesos continuos y generar un producto deshidratado de alta calidad 
(Menshutina y col., 2010).  
El secado spray de microorganismos se remonta a 1914 en el marco del estudio de Rogers 
sobre secado de bacterias lácticas (Rogers, 1914). Desde entonces, se han publicado 
numerosos trabajos sobre el secado spray de bacterias para superar las dificultades 
involucradas en el manejo y mantenimiento de cultivos líquidos (Boza y col., 2004; Teixeira 
y col., 1995). La velocidad de secado, la capacidad de producción continua, así como el bajo 
costo de producción del secado spray hace que sea más eficiente energéticamente en 
comparación con la liofilización (Tabla 1). Sin embargo, en comparación con otros métodos 
de secado, el secado spray de cultivos microbianos ha sido menos desarrollado 
comercialmente. Las razones de esto son principalmente las bajas tasas de supervivencia 
durante el secado de los cultivos, la baja estabilidad durante el almacenamiento y la 
dificultad para rehidratar el producto (Ananta y col., 2005; Boza y col., 2004; Chavez y  
Ledeboer, 2007; Mauriello y col., 1999; Teixeira y col., 1995). Sin embargo, es un proceso 
económico para la producción de cantidades a escala industrial de microorganismos viables 
y su aplicación para generar preparaciones de bacterias lácticas ha recibido recientemente 
un interés considerable (Barbosa y col., 2015; Santivarankga y col. 2007). 
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Con respecto a la deshidratación de kefir, la mayor parte de las investigaciones se han 
realizado mediante liofilización (Brialy y col., 1995; Chen y col., 2006;  Maki y col., 2017; 
Umeda y col., 2005). Los resultados en cuanto a la viabilidad microbiológica y al 
comportamiento durante el almacenamiento son variables. Así, la mayoría de los esfuerzos 
se han basado en optimizar las condiciones de congelamiento y de operación del equipo 
liofilizador y/o el uso de diferentes sustancias carriers para optimizar estos aspectos 
(Bergmann y col., 2010; Brialy y col., 1995; Chen y col., 2006; Conde-Islas y col., 2019) 
En cuanto a la deshidratación por secado spray, la mayoría de las investigaciones en este 
sentido se realizaron fundamentalmente sobre diferentes cepas aisladas de la leche 
fermentada (Golowczyc y col., 2010; Hugo y col., 2016). Sin embargo, las investigaciones 
acerca de la deshidratación del kefir tal cual se obtiene tradicionalmente son prácticamente 
nulas. Sólo existe un antecedente en la bibliografía, que fue realizado para la misma época 
en que se realizaba este trabajo de tesis (Atalar y Dervisoglu,  2015). En dicho trabajo, se 
optimizaron las condiciones de secado spray haciendo foco en obtener la máxima 
supervivencia de tres géneros bacterianos (Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc) y si 
bien los autores destacan que el producto obtenido es semejante al que se puede obtener 
mediante liofilización, remarcan el hecho de que se necesitan aún más investigaciones 
respecto al secado spray de kefir y la optimización del proceso. Además, destacan que el 
desarrollo de kefir deshidratado podría ampliar el consumo hacia un mayor público ya que 
la producción artesanal suele ser engorrosa y difícil de estandarizar.  
1.1.4 Secado spray  
El concepto de secado spray fue patentado por primera vez por Samuel Percy en 1872, y su 
aplicación industrial en la producción de leche y detergentes comenzó en la década de 1920. 
El secado spray es un proceso único en el que las partículas se forman al mismo tiempo que 
se secan (Barbosa Canovas y col. 2005). En dicho proceso, los productos deshidratados en 
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polvo se producen a partir de una suspensión liquida, atomizando el producto húmedo a alta 
velocidad y dirigiendo el rociado de gotas hacia un flujo de aire caliente. Las pequeñas gotas 
atomizadas tienen un superficie específica muy grande en forma de millones de gotitas de 
tamaño micrométrico (10 – 200 μm), lo que resulta en un tiempo de secado muy corto cuando 
se exponen al aire caliente en una cámara de secado (Morgan y col., 2006; Santivarangkna 
y col., 2007). Las enzimas deshidratadas, detergentes, extractos de café y proteínas aisladas 
son ejemplos de productos generados por secado por pulverización. Este proceso también se 
ha utilizado en la producción de cultivos de bacterias lácticas y bacterias probióticas 
deshidratadas (Barbosa Canovas y col., 1996; Riveros y col., 2009). 
El proceso de secado spray se puede dividir en varias etapas (Figura 1). En primer lugar, la 
suspensión líquida  es bombeada hacia una tobera de dos fluidos (2), en donde se atomiza al 
entrar en contacto con un gas a alta presión (1). La suspensión atomizada en pequeñas gotas 
entra en contacto con un gas (aire) previamente calentado (3)  en la cámara de secado (4). 
Aquí, se pueden aplicar tres patrones de flujo de pulverización dependiendo de la dirección 
en la que el aire caliente y el líquido entran en la cámara de secado: co-corriente, 
contracorriente y flujo mixto. Como los probióticos son organismos sensibles al calor, es 
importante aplicar la configuración de co-corriente. En este patrón, las gotas más húmedas 
entran en contacto con la temperatura más alta y las partículas más secas con la más baja 
temperatura, minimizando así el riesgo de daño por calor a los microorganismos. Luego, las 
gotas se secan y se forman las partículas secas. Finalmente, las partículas sólidas se separan 
del aire de secado. En general, las partículas gruesas y pesadas se separan en la base de la 
cámara de secado por fuerza gravitacional (5) y las partículas finas se separan usando 
ciclones (6) y filtros de bolsa (7). El polvo recogido en el recipiente recolector es un polvo 
listo para usar (Masters, 1991). 
PRIMERA PARTE – INTRODUCCIÓN 
22 
 
 
La formación de las partículas secas es un proceso que también se da por etapas. Primero, se 
alcanza un equilibrio entre las pequeñas gotas del spray y el aire de secado. Después del 
contacto con el aire caliente, el agua comienza a evaporarse inmediatamente. Como la 
saturación en la superficie de la gota se puede mantener, esta evaporación es caracterizada 
en primer lugar por un período de secado a velocidad constante, donde la temperatura de las 
partículas está definida por la temperatura de bulbo húmedo. Una vez que las condiciones 
de saturación en la superficie de la gota ya no se puede mantener, comienza el segundo 
período de secado con la caída la velocidad de secado. A medida que la gota se encoge, se 
 
Figura 1: Esquema de funcionamiento de un secador spray de funcionamiento co-corriente. 
Adaptado de Buchi Application Note 248/2017 (2017). 
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forma una corteza por cristalización de materiales disueltos o suspendidos en la suspensión 
de alimentación. La tasa de evaporación después de la formación de la corteza depende de 
la difusión de la humedad a través de la corteza seca. Con el aumento de la evaporación, la 
corteza se volverá más gruesa y la velocidad de evaporación será más lenta. La temperatura 
del producto aumentará y se asemejará a la temperatura del aire de secado. Es en esta última 
etapa donde los microorganismos son propensos a la inactivación por calor (Golman y 
Julklang, 2013; Masters, 1991; Peighambardoust y col., 2011). 
Diversos investigadores coinciden en que el secado spray parece proporcionar grandes 
ventajas en comparación con otras técnicas de secado ya que es un proceso rápido, continuo 
y económico que puede procesar grandes cantidades de suspensiones líquidas en un tiempo 
relativamente corto. Además, el escalado del secado spray es más económico lo cual está en 
relación con la infraestructura y los equipos requeridos así como también con el tiempo del 
proceso.  
Sin embargo, durante el secado spray las células se encuentran diferentes tipos de estrés  
(estrés térmico, deshidratación, esfuerzo cortante, estrés osmótico y estrés oxidativo) que 
pueden perjudicar su viabilidad. De todos ellos, se cree que el estrés por calor y la 
deshidratación son los dos mecanismos principales que conducen a la inactivación y pérdida 
de viabilidad de los microorganismos (Janning y in’t Veld, 1994; Perdana y col., 2013). 
El estrés por calor hace referencia al hecho que las partículas secas permanecen en el equipo 
hasta el final del ciclo, éstas se pueden calentar a la temperatura de salida, haciendo de este 
un parámetro de influencia crítica en la viabilidad (Behboudi-Jobbehdar y col., 2013; Ghandi 
y col., 2012). Las temperaturas elevadas pueden provocar desnaturalización de las proteínas 
y desestabilizar las membranas conduciendo así a una pérdida de la viabilidad microbiana. 
Es importante tener en cuenta que el contenido de humedad y la actividad del agua (aW) del 
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producto obtenido están ligados a la temperatura de salida. La aW juega un papel importante 
durante el almacenamiento de probióticos. Mayores temperaturas dan como resultado aW 
bajas, lo que se traduce, por lo general, en un aumento de la estabilidad durante el 
almacenamiento (Mathlouthi, 2001). Por lo tanto, es importante encontrar una temperatura 
de salida óptima, lo suficientemente alta para obtener una aW baja para mayor estabilidad, 
pero no demasiado alta para evitar un daño celular letal. 
La deshidratación, como explican Ananta y col. (2005), se relaciona con la remoción de 
moléculas de agua de las células y su entorno, limitando así las reacciones químicas y la 
actividad metabólica. La eliminación de estas moléculas de agua tendrá implicaciones 
fisiológicas en la integridad celular y su estructura, ya que la membrana se desestabilizara 
causando perdida de compuestos intracelulares y, posiblemente, causando la muerte celular. 
Si bien diversos factores de estrés pueden impactar mucho en la supervivencia de los 
probióticos durante y después del secado por pulverización, la mayoría de estos factores 
pueden ser superados por la selección racional de estrategias de protección y variables del 
proceso adecuadas.  
Se pueden distinguir varias estrategias de protecciones principales: la adición de agentes 
protectores, la adaptación de los parámetros del proceso y el  prestress de las bacterias antes 
del secado. Estas estrategias no sólo afectan la viabilidad de los microorganismos durante el 
proceso sino también durante el almacenamiento. Otra estrategia muy empleada es el 
aumento de los sólidos totales en la muestra, cuya implementación es sencilla y ciertos 
estudios han demostrado que un aumento de los sólidos disueltos hasta un 20 % p/v ha 
resultado ser el óptimo para obtener una alta viabilidad de diversas cepas de bacterias lácticas 
tras el secado spray (Ananta y col., 2005). 
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La adición de sacáridos, principalmente disacáridos, es otra de las estrategias más 
comúnmente aplicadas para proteger microorganismos durante el proceso de secado spray 
(Meng y col., 2008; Ying y col., 2012). Existen varias hipótesis en cuanto a cómo estos 
azúcares funcionan como termoprotectores, como la hipótesis de la vitrificación, la hipótesis 
del reemplazo de agua y la hipótesis de fuerzas de hidratación (Chen, 2019). 
Para comprender esto, es necesario saber que en condiciones fisiológicas de hidratación 
normales, la bicapa lipídica de la membrana celular se encuentra en la fase fluida lamelar. 
Las colas de ácidos grasos se acomodan en el región hidrófoba de la bicapa, mientras que 
los grupos de cabeza polar se alinean con las moléculas de agua (Garvey y col., 2013). 
Durante la deshidratación esta bicapa puede sufrir una transición a fase gel, es decir, las colas 
lipídicas se presionan juntas en el plano de la membrana y los grupos de cabeza polar se 
acomodan más juntos, lo que puede causar que en la rehidratación no puedan volver a su 
conformación original, conduciendo a una posible fuga de componentes intracelulares y 
muerte celular (Bryant y col., 2007). Los sacáridos pueden prevenir la pérdida de integridad 
de la membrana por vitrificación (Grasmeijer y col., 2013). Al eliminar agua de la suspensión 
bacteriana los protectores en dicha suspensión se concentran, favoreciendo el estado vítreo 
sobre el estado gomoso de la matriz. En estado vítreo los procesos controlados por difusión 
y la movilidad se ralentizan considerablemente (Aschenbrenner y col., 2014; Bryant y col., 
2007). Así, las bacterias probióticas inmersas en una matriz vítrea poseen mayor estabilidad 
química y física.  
La hipótesis del reemplazo del agua establece que cuando el agua es reemplazada por los 
azúcares, los grupos polares de éstas pueden sustituir a los de las moléculas de agua. Los 
grupos de cabeza polar de la bicapa pueden directamente interactuar con los residuos OH 
del azúcar por puentes de hidrógeno. Como queda suficiente espacio entre los grupos de 
cabeza polar de los fosfolípidos de membrana durante la deshidratación, la integridad de la 
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membrana se puede mantener durante la posterior rehidratación (Bryant y col., 2007; Clegg 
y col., 1982; Garvey y col., 2013; Golovina y col., 2009). 
En contraste con la hipótesis del reemplazo del agua, la hipótesis de exclusión también se 
propone con frecuencia en la literatura. Ésta describe que la adición de azúcares estabiliza 
la fase con el área más pequeña. La eliminación del agua hace que la célula se contraiga, 
reduciendo el volumen celular y acercando las bicapas. Así, la fase de gel se favorece sobre 
la fase fluida (Aschenbrenner y col., 2014; Garvey y col., 2013; Golovina y col., 2009; 
Grasmeijer y col., 2013). Los azúcares son preferentemente separado de los grupos de cabeza 
polar de los fosfolípidos, aumentando la energía libre de la interfase y por lo tanto 
promoviendo las fases gel. 
Andersen y col. (2011) concilian estas aparentes opiniones opuestas sobre interacción 
membrana-azúcar destacando que los efectos son dependientes de la concentración. A bajas 
concentraciones de azúcar, es predominante la interacción directa con las cabezas polares 
(hipótesis de reemplazo de agua), mientras que a mayores concentraciones de azúcar (> 0.2 
M) se favorece el mecanismo propuesto por la teoría de la exclusión A pesar de que 
diferentes mecanismos moleculares apoyan estas explicaciones, no se excluyen entre sí. Para 
la estabilización óptima de membrana y proteínas es probable que todos estos mecanismos 
estén contribuyendo. 
Se observan respuestas de viabilidad variables de las bacterias lácticas cuando se utilizan 
diferentes solutos. La trehalosa, por ejemplo, ejerce efectos positivos sobre la viabilidad de 
diferentes cepas de L. plantarum (Lapsiri y col., 2012; Perdana y col., 2014). También 
algunos prebióticos como inulina (Ávila-Reyes y col., 2014) y fructo-oligosacáridos 
(Golowczyc y col., 2011) pueden influir positivamente en la viabilidad después de secado 
por pulverización y durante el almacenamiento de varias cepas de Lactobacillus. 
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Ingredientes como el extracto de levadura (Jantzen y col., 2013), dextrano (Leja y col., 2009) 
y polidextrosa (Corcoran y col., 2004) también fueron evaluados por su efecto protector 
durante el secado spray.  
Otro componente que ha sido examinado por su efecto protector sobre los probióticos 
durante el secado y el almacenamiento es el glutamato monosódico. La adición de este 
compuesto mostró un efecto positivo significativo sobre la viabilidad de Lactobacillus 
rhamnosus y L. sakei después del secado spray (Ferreira y col., 2005; Sunny-Roberts y 
Knorr, 2009). Algunos autores indican que la presencia de maltodextrina o la leche 
descremada reconstituida tienen un efecto protector sobre la viabilidad bacteriana después 
del secado (Golowczyc y col., 2010; Simpson y col., 2005). El mecanismo subyacente en el 
efecto protector de la leche descremada aún no está claro, ya que es un medio complejo que 
contiene lactosa, grasa, caseína, proteína de suero y cationes como el Ca2+. En un estudio 
reciente, el efecto protector de la leche descremada fue atribuido a la presencia de calcio y 
proteínas de la leche en lugar de a la presencia de lactosa (Zheng y col., 2015). En efecto, 
Huang y Chen (2013) ya habían demostrado que el Ca2+ juega un papel en la mejora de la 
resistencia al calor de las bacterias del ácido láctico. Aunque las proteínas del suero mejoran 
la viabilidad después del secado, los mecanismos subyacentes aún están bajo debate (Khem 
y col., 2015; Soukoulis y col., 2014). Esto indica que también otros iones y proteínas podrían 
ser utilizados como medidas de protección. 
1.1.5 Almacenamiento 
Desde un punto de vista comercial, es importante mantener la estabilidad de los productos 
secados por spray durante el mayor tiempo posible conservando sus características. La 
temperatura de almacenamiento, el contenido de humedad, la actividad del agua, la humedad 
relativa, la presencia de oxígeno y la exposición a la luz, entre otros, son factores que pueden 
influir en la vida útil del producto terminado.  
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La influencia de la temperatura de almacenamiento en la viabilidad de los probióticos es 
bien conocida: a mayor temperatura, menores tasas de supervivencia a través del tiempo. 
Como ya han reportado varios autores, generalmente, durante el almacenamiento a 
temperaturas de refrigeración se obtiene la mejor estabilidad (Lapsiri y col., 2012; Meng y 
col., 2008; Schuck y col., 2013; Silva y col., 2002).  Con respecto a la humedad, no hay un 
consenso en cuanto a los valores óptimos que debe tener el producto, sin embargo se sabe 
que un contenido de humedad cercano al 5 % y una actividad de agua menor a 0,3 evita las 
reacciones de deterioro durante el almacenamiento (Behboudi-Jobbehdar y col., 2013; 
Dianawati y col., 2013; Shokri y col., 2015; Vesterlund y col., 2012; Ying y col., 2012). Por 
encima de este valor de aW comienzan las reacciones químicas que necesitan una fase acuosa 
(reacciones enzimáticas, crecimiento microbiano y fúngico). Y a valores inferiores, la tasa 
             
Figura 2: Cambios que ocurren en los alimentos en función de la actividad del agua. a) 
Oxidación de lípidos; b) reacciones hidrolíticas; c) oscurecimiento no enzimático; d) isoterma 
de adsorción; e) actividad enzimática; f) crecimiento de hongos; g) crecimiento de levaduras, 
y h) crecimiento de bacterias. Adaptado de Química de los alimentos, 4ª edición, Badui, S. 
(2006).  
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de oxidación lipídica aumenta, comprometiendo las características organolépticas del 
producto (Figura 2). 
La importancia de obtener productos deshidratados con una actividad del agua y un 
contenido de humedad finales bajos y constantes está relacionada con la transición de fase 
vítrea / gomosa que puede ocurrir durante el almacenamiento. Una alta actividad de agua y 
contenido de humedad resultan en una disminución de la temperatura de transición vítrea. Si 
la temperatura de almacenamiento es superior a la temperatura de transición vítrea, el 
producto cambia de un estado vítreo a un estado gomoso, y la movilidad de las moléculas y 
la velocidad de las reacciones químicas están menos restringidas. El aumento de la movilidad 
molecular desestabiliza el material biológico y cambia las características del producto 
deshidratado (p. ej., fluidez, cristalinidad) conduciendo a una pérdida de viabilidad de los 
microorganismos probióticos y a una disminución de la vida útil del producto almacenado 
(Ghandi y col., 2012; Schutyser y col., 2012; Ying y col., 2010). 
El creciente interés en los microorganismos probióticos y sus beneficios para la salud llevan 
a buscar nuevas presentaciones de estos productos que permitan masificar su consumo, y la 
deshidratación por secado spray se considera como una alternativa para crear productos 
probióticos a gran escala. Los métodos de producción de polvos probióticos secos deben ser 
tales que la viabilidad se mantenga en los productos deshidratados después de la fabricación 
y durante el almacenamiento para asegurar que se pueda suministrar una cantidad adecuada 
de microorganismos en el producto final. Siendo el kefir un alimento probiótico ampliamente 
estudiado en nuestro grupo de investigación, resulto de interés investigar la aplicación del 
secado spray al kefir y la caracterización del producto final obtenido y durante su 
almacenamiento para buscar nuevas presentaciones de este producto que permitan facilitar 
su almacenamiento y favorecer su distribución y consumo. 
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1.2 OBJETIVOS 
Teniendo en cuenta lo expuesto durante la Introducción, se establecieron los siguientes 
objetivos específicos para la primer parte de este trabajo de tesis: 
 Establecer y optimizar las condiciones de deshidratación de kefir obtenido por 
fermentación de leche y/o permeado de suero mediante secado spray. 
 Optimizar tanto el proceso de deshidratación como las características del producto 
mediante el uso de diferentes carriers. 
 Evaluar el comportamiento de los productos deshidratados obtenidos durante la 
simulación del pasaje a través del tracto gastrointestinal. 
 Estudiar la capacidad acidificante y la capacidad de inhibición del crecimiento de 
Salmonella por parte de los productos deshidratados obtenidos. 
 Identificar las especies microbianas que prevalecen en el producto deshidratado 
elaborado en distintas condiciones. 
 Monitorear el comportamiento de los distintos productos deshidratados respecto a su 
viabilidad microbiana y su actividad de agua durante el almacenamiento. 
 Realizar un escalado del proceso a escala piloto, evaluando nuevos componentes de 
carriers, caracterizando productos obtenidos y estudiando su comportamiento 
durante el almacenamiento. 
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1.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
1.3.1 Cultivo de kefir 
Se realizó en dos medios diferentes. 
Leche UHT (modo tradicional): Gránulos activos AGK1 de la colección del CIDCA 
(Garrote, Abraham & De Antoni 2001) fueron inoculados en leche UHT descremada 
comercial (Sancor, Santa Fe, Argentina) en una proporción del 10 % p/v. Luego se incubó 
durante 24 h a 20 °C con objeto de obtener la leche fermentada. Luego de transcurrida la 
fermentación, los gránulos de kefir fueron separados del producto fermentado por filtración 
con un colador plástico previamente desinfectado con etanol 70 %. 
Permeado de suero como sustrato: se utilizó el mismo procedimiento que el arriba descripto, 
pero usando una solución de permeado de suero (Arla Foods Ingredients S.A., BsAs, 
Argentina)  al 20 % p/v en lugar de leche UHT. La solución 20 % fue esterilizada mediante 
autoclave (20 minutos a 121 °C y 1 ATM de sobrepresión) previo a ser utilizada. 
1.3.2 Secado Spray 
1.3.2.1 Escala laboratorio 
Para el secado en spray a escala laboratorio se utilizó un equipo BUCHI Mini Spray Dryer 
B-290, que posee un funcionamiento co-corriente (Figura 3) 
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1.3.2.1.1 Elección de parámetros óptimos de secado: 
El kefir obtenido de modo tradicional (Ver 1.3.1) fue sometido a secado spray variando la 
temperatura de aire de entrada y/o el caudal de alimentación de la muestra.  Como el objetivo 
fue obtener un producto deshidratado con una vida útil prolongada, se estableció un valor de 
actividad de agua (aW) de 0,3 como punto de corte. Debido a que la viabilidad 
microbiológica en el producto final está íntimamente relacionada con la temperatura de 
salida (T salida), se seleccionó como parámetro óptimo aquella combinación de temperatura 
de entrada y caudal de alimentación que permitiera obtener un producto con aW inferior a 
0,3 a la menor temperatura de salida posible. 
 
 
Figura 3: Fotografía del equipo para secado spray escala laboratorio utilizado para el 
presente trabajo de tesis. Buchi Mini Spraydryer B-290.  
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1.3.2.1.2 Procedimiento 
Las muestras se deshidrataron a una temperatura de entrada constante de 135°C, un flujo de 
aire de 473 l/h y un flujo de alimentación de 10 ml/min. Como resultado de esta elección de 
parámetros, la temperatura de salida de la muestra osciló entre los 66 y los 69°C. Las 
suspensiones fueron atomizadas dentro de la cámara de secado usando una boquilla de dos 
fluidos. 
Todas las muestras fueron estabilizadas a temperatura ambiente y homogeneizadas previo al 
procedimiento de secado spray. Los polvos obtenidos fueron almacenados en recipientes 
estériles, sellados herméticamente y protegidos de la luz.  
1.3.2.1.3 Secado spray directo 
El producto fermentado obtenido como se explicó (Ver 1.3.1), tanto en leche UHT como en 
permeado de suero 20 % p/v, fue secado en spray sin ningún otro tratamiento 
inmediatamente luego de finalizada la fermentación. 
1.3.2.1.4 Secado spray utilizando carriers 
El producto obtenido tras la fermentación de leche UHT con gránulos de kefir fue 
centrifugado a 11200 x g durante 15 minutos. El sobrenadante fue descartado, y el pellet 
obtenido fue resuspendido en una solución estéril al 20 % (p/v) de los distintos carriers, los 
cuales se resumen en la Tabla 2. 
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Tabla 2: Carriers utilizados para el secado spray de kefir. La nomenclatura utilizada para el carrier se conserva como nombre del producto obtenido con el 
mismo. 
MTR Descripción 
SM Leche descremada 20 % p/v, pH=5.85 
SMN Leche descremada 20 % p/v, pH=7 
SMM Leche descremada 20 % p/v + Maltodextrina 20 % p/v, partes iguales, pH=5.78 
SMMN Leche descremada 20 % p/v + Maltodextrina 20 % p/v, partes iguales, pH=7 
WP Permeado de suero 20 % p/v, pH=4.88                   
WPN Permeado de suero 20 % p/v, pH=7      
WPM Permeado de suero 20 % p/v + Maltodextrina 20 % p/v, partes iguales, pH=4.71               
WPMN Permeado de suero 20 % p/v + Maltodextrina 20 % p/v partes iguales, pH=7   
MT Maltodextrina 20 % p/v + Trehalosa 20 % p/v, partes iguales, pH=3.98 
WPT Permeado de suero 20 % p/v + Trehalosa 20 % p/v, partes iguales, pH=4.78 
SMT Leche descremada 20 % p/v + Trehalosa 20 % p/v, partes iguales, pH=5.55 
MTN Maltodextrina 20 % p/v + Trehalosa 20 % p/v, partes iguales, pH=7 
WPTN Permeado de suero 20 % p/v + Trehalosa 20 % p/v, partes iguales, pH=7 
SMTN Leche descremada 20 % p/v + Trehalosa 20 % p/v, partes iguales, pH=7 
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1.3.2.2 Secado spray a escala piloto 
Para el secado spray a escala piloto se utilizó un equipo NIRO ATOMIZER (Copenague, 
Dinamarca) (Figura 4). Todas las suspensiones fueron homogeneizadas y estabilizadas a 
temperatura ambiente antes de ser sometidas al proceso de deshidratación. 
 
Para los experimentos realizados, la temperatura de entrada seleccionada fue de 200 o 210 
°C, la alimentación del equipo con la muestra fue constante a 20 ml/min y la presión de aire 
 
Figura 4: Fotografía del equipo de secado spray escala piloto 
utilizado para el presente trabajo de tesis (Niro, Dinamarca). 
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fue de 3 bar; resultando en temperaturas de salida de 75 y 80 °C para cada una de las 
temperaturas de entrada respectivamente. 
El polvo obtenido se recolectó en bolsas de polietileno previamente esterilizadas por 
radiación y se envasó al vacío. 
1.3.3 Caracterización de los productos deshidratados 
1.3.3.1 Rendimiento 
El rendimiento del proceso de secado spray (Y %) fue definido en base a la relación entre la 
masa de sólidos recolectada al final del proceso y la masa de  sólidos iniciales de la 
suspensión con la que se alimentó el equipo (feed solution). Se calculó entonces el 
rendimiento porcentual (Y %) según la siguiente fórmula: 
Y % = (wf/wi)*100 
Donde Y % es el rendimiento porcentual, wf es el peso de los sólidos obtenidos luego del 
proceso y wi es el peso total de sólidos en la suspensión antes del secado. 
El producto remanente en las paredes internas del ciclón no fue considerado como parte del 
rendimiento. 
1.3.3.2 Análisis microbiológico 
El número de bacterias lácticas y levaduras viables fue evaluado en cada etapa (leche 
fermentada, suspensión carrier y muestras de kefir en polvo reconstituidas) mediante 
recuento en placa. Previo al proceso de secado spray, 10 ml de kefir obtenido como se indicó 
anteriormente o de suspensión carrier y 90 ml de solución salina (0.85 % p/v NaCl), fueron 
homogeneizados durante 90 seg en vortex. Las muestras en polvo, por su parte, se 
rehidrataron  durante 30 min homogeneizando en vortex cada 3 min. Para los recuentos se 
realizaron diluciones seriadas y se sembraron placas de YGC (Biokar, France) para el 
recuento de las levaduras y en MRS (Difco, France) para el recuento de las bacterias lácticas. 
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Las condiciones de incubación fueron de 48 h a 30 °C cuando se utilizó YGC y de 24 h a 37 
°C cuando se utilizó MRS. Los recuentos se realizaron por triplicado para cada muestra en 
cada medio. 
1.3.3.3 Humedad y actividad de agua 
El contenido de humedad se calculó de acuerdo con el método AA-15A (Métodos de análisis 
aprobados, 11ª ed.) de la Asociación Americana de Químicos de Cereales (St. Paul, EE. 
UU.), tal como fue descripto por Behboudi-Jobbehdar y colaboradores (Behboudi-Jobbehdar 
y col., 2013). Brevemente, se colocaron dos gramos del polvo en bandejas de aluminio y se 
secaron a 105ºC durante 24 horas. El contenido de humedad residual se calculó de acuerdo 
con la fórmula: 
% de humedad = 100 * (wi-wf) / wi;  
Donde wi y wf son los pesos de las muestras antes y después de la deshidratación a 105 ºC, 
respectivamente. 
La actividad de agua de los polvos obtenidos (aW) fue medida luego del proceso de secado 
spray en un equipo Aqualab 4TEV (Decagon Devices, EEUU) mediante el método de punto 
de rocío a 25°C. Las muestras se estabilizaron a temperatura ambiente antes de la medición. 
Para la calibración del equipo se utilizaron soluciones estándar provistas por el fabricante 
(Decagon, EEUU). 
1.3.3.4 Tamaño de partícula 
La distribución de tamaño de partícula se determinó mediante SLS (static light scatter -
dispersión de luz estática) empleando un equipo Malvern Mastersizer 2000E (Malvern 
Instruments, Reino Unido). Para realizar la medición en el equipo se agregó 1 ml de muestra 
(gota a gota) a un vaso de precipitado con 600 ml de agua en constante agitación a 2000 rpm 
(Hydro 2000MU, Malvern Instruments, Reino Unido).  La muestra utilizada para la 
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medición consistió en una dilución 10 % p/v en agua milliQ estéril de cada uno de los 
productos deshidratados.  
 
1.3.3.5Capacidad acidificante  
Existen diversos métodos para evaluar la capacidad acidificante de un cultivo láctico starter 
o de un producto probiótico deshidratado. La mayoría de estos métodos se basan en que si 
los microorganismos presentes en el producto están activos conservan su capacidad de 
realizar procesos metabólicos. Así, para analizar la capacidad acidificante de los productos 
desarrollados nos basamos en la capacidad de las bacterias lácticas de acidificar el medio 
por fermentación de los azúcares de la leche. Para esta determinación se inocularon 10ml de 
leche UHT con 1g de muestra deshidratada, se homogeneizó y se incubó a temperatura 
ambiente. Luego se analizó el descenso de pH a lo largo del tiempo comparado con la leche 
sin inocular (control). 
1.3.3.6 Inhibición del crecimiento de Salmonella 
Para evaluar la actividad antagónica contra un patógeno especifico como Salmonella, se 
realizó un ensayo de difusión en agar utilizando 3 diferentes cepas de Salmonella enterica 
serovar Enteritidis: SE105, SE106 y SE115. Para ello se realizó un hisopado en tres 
direcciones en la superficie de una placa de agar nutritivo con una suspensión de cada cepa 
Salmonella ajustada al 0,5 de la escala de McFarland. Esto equivale aproximadamente a 
1,5x108 UFC/ml y permite generar un crecimiento en forma de pátina. Luego se realizaron 
huecos de 2,5 mm de diámetro en el agar en los cuales se colocaron con la muestra a analizar. 
Luego de 24 h de incubación a 37°C, se midió el halo de inhibición originado en torno a la 
muestra. 
Para este ensayo se utilizaron 3 diferentes cepas de Salmonella enterica serovar Enteritidis: 
SE105, SE106 y SE115 
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1.3.3.7 Resistencia al pasaje gastrointestinal 
La supervivencia de los microorganismos deshidratados a través de una simulación del 
pasaje gástrico, fue realizada de acuerdo a Grimoud (2010). Para ello, las muestras fueron 
suspendidas en 5 ml de PBS estéril, y se tomó una alícuota de dicha suspensión para poder 
evaluar el número inicial de microorganismos para cada muestra. Luego se realizó una 
centrifugación y el pellet obtenido fue resuspendido en 5 ml de solución gástrica GS, 
alcanzando una OD=0.5 (1 x 108  células/ml). La solución gástrica consistió en 7,25 g/l NaCl, 
0,52 g/l KCl, 3,8 g/L NaHCO3 y 3,0 g/l de pepsina porcina (Sigma-Aldrich), y se ajustó el 
pH a 2,5 con una solución HCl 36,5 g/l. Luego de una hora incubándose a 37 °C con 
agitación, se tomaron muestras para realizar recuento microbiológico. Transcurrida la 
simulación gástrica., se realizó un lavado con PBS estéril y se resuspendió la muestra en 5 
ml de solución intestinal. La solución intestinal (IS) se formuló como 1,3 g/l NaCl, 0,25 g/l 
KCl, 0,65 g/l NaHCO3, 1,0 g/l, pancreatina porcina (Sigma-Aldrich) y 1,5 g/l sales biliares 
(Sigma-Aldrich). El pH se ajustó luego a 8 con una solución de NaOH 200 g/l. Luego de 3 
horas de incubación a 37 °C se tomó una muestra para el recuento final. Todas las 
centrifugaciones se realizaron a  8000 x g por 10 minutos.  
 
1.3.3.8 Selección de colonias más prevalentes en los productos e identificación por 
secuenciación del gen de ARNr 16S 
Las distintas colonias de bacterias lácticas observadas en los recuentos microbiológicos se 
aislaron y se clasificaron de acuerdo a su muestra de procedencia, sus características 
macroscópicas y microscópicas. Finalmente, aquellas que poseían diferentes características 
en la morfología de sus colonias, fueron sometidas a una extracción de ADN para luego 
proceder a su identificación por secuenciación de la región que codifica para el ARNr 16S. 
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Para la extracción de ADN, 1 ml de cultivo en medio líquido crecido durante 16 h a 37 °C 
se centrifugó a 11200 x g durante 1 min. Se descartó el sobrenadante y el pellet obtenido se 
lavó (resuspendido y centrifugado) 3 veces con 200 μl de PBS. Una vez lavado, el pellet se 
resuspendió en 10 μl de Proteinasa K 20 mg/ml y 190 μl de buffer de lisis y se incubó durante 
20 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se centrifugó a 11200 x g 
durante 1 min, y el sobrenadante obtenido se resuspendió en 200 μl de buffer de lisis y 0,5 
gramos de microesferas de vidrio para realizar un lisado mecánico de las células. Luego se 
agitó en vortex durante 15 min y se centrifugó a 11200 x g durante 2 min. El sobrenadante 
obtenido contiene el material genético extraído de las células. 
Para purificar el ADN presente en este sobrenadante se utilizaron columnas QIAmp de 
purificación de DNA (QIAgen, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
cantidad de ADN presente en la muestra y la pureza del mismo se determinó utilizando un 
NanoDROP (Thermofisher, EEUU) 
El ADN obtenido fue enviado a MRDNA Labs. (Texas, EEUU) para su secuenciación e 
identificación. 
1.3.3.9 Cuantificación de ácidos orgánicos por HPLC 
La cuantificación de ácidos orgánicos en los productos obtenidos a escala piloto, se realizó 
mediante cromatografía líquida de alta presión (HPLC). Para ello, 1 g de los productos 
deshidratados se diluyó en 10 ml de agua milliQ estéril, y luego estas suspensiones obtenidas 
fueron filtradas utilizando filtros de membrana de 0,22 μm antes de ser sometidas al análisis. 
Para la separación se utilizó una columna de intercambio iónico Aminex HPX-87H  de 300 
x 7,8 mm (Bio-RAD, EEUU). En este tipo de columna, la retención se basa en la atracción 
electrostática entre los iones en solución y las cargas inmovilizadas a la fase estacionaria. Se 
midió el tiempo de retención de cada ácido en comparación con los tiempos de retención de 
PRIMERA PARTE – MATERIALES Y MÉTODOS 
41 
 
soluciones standard de ácidos. Los ácidos orgánicos fueron detectados con un detector de 
índice de refracción KNAUER K-2301 (Knauer, Alemania.). La fase móvil consistió en una 
solución de ácido sulfúrico 2,5 mM, y se utilizó un flujo de 0,6 ml/min y una temperatura de 
40 °C. El volumen de muestra inyectado en el equipo fue de 20 μl y la inyección se realizó 
con un inyector automático Knauer K-1001 (Knauer, Alemania). Se realizaron curvas de 
calibración con ácidos acético y láctico de grado HPLC (Sigma-Aldrich, EEUU). El tiempo 
de retención se obtuvo a partir de un cromatograma realizado con soluciones patrón. 
1.3.4 Almacenamiento 
Para productos obtenidos a escala laboratorio, las muestras obtenidas fueron almacenadas 
90 días a 4 °C sin control de la humedad relativa, a resguardo de la luz y selladas 
herméticamente. A diferentes intervalos de tiempo se tomaron muestras para determinar la 
viabilidad por recuento en placa, la aW y la capacidad acidificante de las muestras. Para los 
recuentos microbiológicos, 1 g de polvo fue rehidratado en 10 ml de solución salina (0,85 % 
p/v NaCl), homogeneizado durante un minuto en vortex. Las suspensiones de dejaron  a 
temperatura ambiente durante 30 min realizando homogenizaciones con vortex cada 3 min 
y previo a la toma de muestra. Luego se realizaron diluciones seriadas y se plaqueó en MRS 
agar. Los recuentos se determinaron luego de 48 h de incubación a 37°C. 
Para los productos obtenidos a escala piloto, las muestras obtenidas fueron almacenadas al 
vacío en bolsas de polietileno previamente esterilizadas por radiación UV a  4 °C y 20 °C y 
al resguardo de la luz. A diferentes intervalos de tiempo se tomaron muestras de cada 
producto para determinar la viabilidad microbiológica y la aW de los mismos. Para ello se 
procedió del mismo modo que con las muestras obtenidas a escala laboratorio. 
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1.3.5 Análisis estadístico 
Todos los experimentos fueron realizados por triplicado utilizando al menos tres muestras 
independientes de kefir. Las diferencias relativas fueron reproducibles independientemente 
del cultivo utilizado. El análisis de la varianza (ANOVA) de los recuentos de viables 
correspondientes a los diversos tratamientos se realizó usando el programa estadístico 
Statgraphics Centurion XVII (Statistical Graphics Corp, EEUU). Se realizó la comparación 
de medias por el método de Tukey, considerando como estadísticamente significativa la 
diferencia cuando  p < 0.05. 
Los gráficos fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad 
Software, EEUU), excepto para los gráficos de análisis multivariantes que se realizaron con 
el software Infostat (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina). 
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1.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.4.1 Elección de las condiciones de secado 
Para obtener los parámetros óptimos de secado spray, se procedió a secar la leche fermentada 
obtenida por fermentación de leche UHT con gránulos de kefir AGK1 en diferentes 
condiciones.  Según se mencionó en la introducción, el objetivo es la obtención de un 
producto deshidratado que contenga un valor adecuado de microorganismos viables y una 
actividad de agua menor que 0,3, para poder asegurar un mejor comportamiento durante el 
almacenamiento. Se utilizaron dos parámetros para evaluar los productos obtenidos en las 
diferentes condiciones: la supervivencia de bacterias lácticas y la actividad de agua (aW). 
El equipo de secado spray utilizado a escala laboratorio (Buchi b-290) permite establecer los 
siguientes parámetros: temperatura del aire de entrada (Temperatura entrada), flujo de gas 
en la boquilla (air flow), caudal de alimentación de muestra liquida (feed) y flujo de aire de 
secado (aspirator). 
La temperatura de salida, es la temperatura a la que es más probable que las células se 
acerquen al final del proceso de secado, es aquel parámetro con mayor influencia en la 
perdida de viabilidad. Esta temperatura no se puede controlar individualmente ya que 
depende principalmente de la  temperatura de entrada y la velocidad de alimentación, y en 
menor medida de la composición del medio y tamaño de gota atomizada (Boza y col., 2004; 
Santivarangkna, y col. 2007, 2008). Sin embargo, los ajustes adecuados para estas variables 
son difíciles de calcular de antemano, y esto puede llevar a una gran variación en la 
viabilidad del cultivo deshidratado (Roelans y Taeymans, 1990).  
Al utilizar velocidades de alimentación más altas, se necesita evaporar más líquido por 
unidad de tiempo, y el contenido de humedad en la fase gaseosa circundante aumentará. Esto 
resulta en una temperatura de salida más baja, obteniéndose así mayor viabilidad del 
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probiótico en el producto deshidratado. Sin embargo, cuanto mayor sea el contenido de 
humedad del gas circundante, mayor será la posibilidad de obtener un producto húmedo, lo 
que podría ser perjudicial para el almacenamiento a largo plazo y para la suspensión al 
momento de su utilización. 
Los productos deshidratados obtenidos por secado spray a una temperatura de salida más 
baja tienen un mayor contenido de humedad y mayor viabilidad que aquellos obtenidos a 
partir de temperaturas de salida más altas. La relación entre viabilidad de bacterias lácticas 
luego del secado spray y temperatura de salida del proceso ya ha sido reportada por diversos 
investigadores, como Golowczyc y col. (2010), quienes encontraron una mejora en la 
viabilidad al disminuir la temperatura salida de 85 a 70 °C y Romano y col. (2014) que 
obtuvieron las mejores tasas de supervivencia para dos cepas de L. rhamnosus cuando la 
temperatura de salida fue de 65 °C. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se estableció 
como parámetro arbitrario para el proceso de secado una temperatura de salida inferior a 75 
°C (que se traduciría en una menor pérdida de la viabilidad). 
Los parámetros seleccionados para la búsqueda de las condiciones óptimas de secado fueron 
la temperatura de entrada y la velocidad de alimentación de la muestra. El parámetro 
aspirator se mantuvo constante (100 %, aproximadamente 30 m3/h) para asegurar una buena 
separación de partículas en el ciclón, y el air flow también se mantuvo constante y lo 
suficientemente alto (473 l/h) como para asegurar una correcta atomización en la tobera.  
Así, la temperatura de entrada se varió entre 120 y 160°C para tres valores de caudal de 
alimentación (pump) diferentes 20, 30 y 40 %, evaluándose tras el secado la viabilidad de 
bacterias lácticas y la aW del producto deshidratado obtenido (Tabla 3). 
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Tabla 3: Valores de actividad de agua y recuentos de bacterias lácticas viables en MRS para kefir elaborado del modo tradicional deshidratado en distintas 
condiciones. Los valores resumidos en la tabla muestran los resultados de por lo menos tres experimentos independientes.  
Velocidad bomba de alimentación (pump): 20 % Velocidad bomba de alimentación (pump):  30 % Velocidad bomba de alimentación (pump):  40 % 
Temperatura 
Entrada (°C) 
Temperatura 
Salida (°C) 
Bacterias 
Lácticas 
(log UFC/g) 
aW Temperatura 
Entrada (°C) 
Temperatura 
Salida (°C) 
Bacterias 
Lácticas 
(log UFC/g) 
aW Temperatura 
Entrada (°C) 
Temperatura 
Salida (°C) 
Bacterias 
Lácticas 
(log 
UFC/g) 
aW 
120 64 5,6 0,3 120 ND ND ND 120 ND ND ND 
125 68 5,4 0,28 125 ND ND ND 125 ND ND ND 
130 74 5,1 0,22 130 62 5,8 0,37 130 ND ND ND 
135 77 4,9 0,21 135 67 5,8 0,28 135 ND ND ND 
140 81 4,8 0,19 140 76 5 0,21 140 66 5,7 0,44 
145 86 4,7 0,18 145 80 4,6 0,19 145 74 5,7 0,42 
150 90 4,5 0,19 150 83 4,4 0,18 150 79 5,4 0,37 
160 93 3,9 0,17 160 87 3,9 0,17 155 83 5,1 0,34 
165 95 3,7 0,17 165 89 3,8 0,18 160 86 4,9 0,31 
 
ND: No Determinado 
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 Según los resultados observados en la Tabla 3, una alimentación del 30 % y una temperatura 
de entrada de 135 °C resultó ser la mejor combinación de parámetros, ya que se logró 
maximizar la supervivencia de bacterias lácticas (5,8 log UFC/g) y obtener una actividad de 
agua (aW) menor a 0,3 en el producto deshidratado.  
Se observó también que el proceso de secado no fue exitoso cuando se utilizó un caudal de 
alimentación de 40 % a temperaturas de entrada menores a 140 °C. Probablemente, la 
muestra ingresó muy rápido al equipo y no logró secarse, quedando adherida a la cámara de 
secado. Esto mismo se observó cuando la alimentación fue del 30 %, pero sólo a 
temperaturas menores a 130 °C. Las muestras secadas con feed 40 %  mostraron una alta 
supervivencia de bacterias lácticas (aprox. 5 log UFC/g), pero su actividad de agua fue 
superior a 0,3. 
Al disminuir el caudal a 20 %, la aW de todas las muestras fue menor a 0,3, pero la 
supervivencia de bacterias lácticas se vio muy afectada, seguramente por un aumento de la 
temperatura salida. 
Para el mismo momento en que se realizaron estos experimentos, Atalar y Dirvesoglu  (2015) 
publicaron un trabajo en el cual arriban  a unos parámetros similares para el secado spray de 
kefir, pero utilizando una metodología de análisis de superficie de respuesta para diferentes 
microorganismos presentes en el producto evaluados por separado. 
 
1.4.2 Secado directo 
Una vez obtenidos los parámetros óptimos de secado se procedió a caracterizar más 
detalladamente el producto obtenido a partir del secado en spray de la leche fermentada en 
las condiciones previamente establecidas.  Además del rendimiento porcentual del proceso, 
se analizaron otros datos relevantes, como la viabilidad de levaduras y el tamaño de partícula 
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obtenido. También se evaluó la aW y el contenido de humedad, ya que, como se mencionó, 
para el almacenamiento a largo plazo del polvo, el contenido de humedad debe estar 
preferiblemente cercano al 4 % y la aW alrededor de 0,3 para minimizar reacciones de 
deterioro (Behboudi-Jobbehdar y col., 2013; Dianawati y col., 2013; Shokri y col., 2015; 
Vesterlund y col., 2012; Ying y col., 2012).  
Si bien el producto obtenido (KUHTdir) mostró una aW menor a 0,3, el contenido de 
humedad fue del 7 % aproximadamente, lo que resultó ser muy elevado para asegurar una 
vida útil prolongada. Además, el rendimiento del proceso fue algo bajo, menor al 20 %, por 
lo que debería ser optimizado para representar una ventaja por sobre otros métodos de 
deshidratación (Tabla 4). 
 
 
 
Tabla 4: Características del producto deshidratado obtenido a partir del secado 
spray de kefir elaborado en leche UHT (KUHTdir). Los valores resumidos en la 
tabla muestran los resultados de por lo menos tres experimentos independientes.  
Características: KUHTdir 
Rendimiento (%) Media 19,1 
DS 1,6 
aW Media 0,2829 
DS 0,01 
Humedad (%) Media 7,11 
DS 0,17 
Bacterias Lácticas  
(log UFC/g) 
Media 5,8 
DS 0,1 
Levaduras (log UFC/g) Media 0 
DS 0 
Tamaño Partícula 
(μm) 
Media 11,16 
DS 3,2 
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Por otro lado, la viabilidad de las bacterias lácticas en los productos deshidratados obtenidos 
fue de 5,8 log UFC/g, mientras que los recuentos de levaduras estuvieron por debajo de los 
límites de detección (< 2 log UFC/g) (Tabla 4). La presencia de una cantidad adecuada de 
microorganismos viables en las formulaciones probióticas se considera un criterio esencial 
para poder garantizar sus beneficios para la salud (Hill y col., 2014). Según las directrices 
de la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) y 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) (2002), un suplemento alimentario de este tipo 
debe alcanzar al menos una cantidad de microorganismos viables de 7 log UFC/g. El 
producto deshidratado obtenido al secar kefir no estuvo tan alejado de estos valores pese a 
que la pérdida de viabilidad microbiana tras el proceso de deshidratación fue significativa si 
la comparamos con el producto original.  
Muchos autores han explorado diversas estrategias para aumentar la supervivencia de 
microorganismos durante procesos de deshidratación. Entre ellas, se destaca por su 
simplicidad y efectividad el aumento  en la cantidad de sólidos totales en la muestra. Esta 
estrategia permite aumentar el rendimiento y la viabilidad de los microorganismos debido al 
efecto termoprotector de los sólidos de la leche (Corcoran y col., 2004). Según Ananta y col. 
(2005),  se considera que una concentración del 20 % (p/p) de sólidos lácteos no grasos es 
el contenido óptimo de sólidos para garantizar una alta viabilidad de diferentes cepas de 
bacterias lácticas. 
De esta manera, se propuso elaborar el kefir en leche 20 % p/v (que es aproximadamente el 
doble de contenido de sólidos disueltos que posee la leche UHT). Sin embargo, al fermentar 
leche descremada reconstituida al 20 %  con gránulos de kefir, se obtuvo un producto muy 
viscoso (360 cPoise) que no pudo ser sometido a la deshidratación por secado spray en el 
equipo utilizado.  
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Como se mencionó en la introducción, se han propuesto otros sustratos para le fermentación 
con gránulos de kefir, como el permeado de suero (Gamba, 2016). Estudios sobre la cinética 
de acidificación y de crecimiento (Figura 5) muestran que una solución de permeado de 
suero 20 % p/v incubada durante 24 h a 20 °C con 10 % p/v  de gránulos de kefir alcanza 
recuentos microbiológicos y acidifica el medio a una velocidad similar a lo que observamos 
en leche UHT, obteniendo un producto menos viscoso (2,8 cpoise) que puede someterse a 
secado spray.  
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Figura 5: Evaluación del pH en función del tiempo (A) y recuentos microbiológicos de 
bacterias lácticas (B) y levaduras (C) en función del tiempo de incubación para gránulos de 
kefir inoculados (10 % p/v) en leche UHT (KUHT) o permeado de suero 20 % (KWP).  Las 
barras de error corresponden a la desviación estándar. Los valores graficados muestran los 
resultados de por lo menos tres experimentos diferentes. 
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Antes de deshidratar el permeado de suero fermentado, se realizó un estudio exploratorio 
para verificar que las mismas condiciones usadas para secar la leche fermentada 
correspondan con las óptimas para el permeado de suero fermentado, manteniendo el caudal 
de alimentación del equipo al 30 %. 
Como se puede ver en la Tabla 5, al igual que para el caso de la leche fermentada, a 
temperaturas de entrada menores a 130 °C, la muestra no alcanzó a secarse completamente, 
quedando adherida a las paredes de la cámara de secado. Esto ocurrió debido a que para 
temperaturas inferiores a 130 °C, la velocidad de alimentación escogida (30 %) fue superior 
a la velocidad de deshidratación de las gotas atomizadas en la cámara de secado.  
 
Luego, se observó que las condiciones óptimas para el secado coincidían con las obtenidas 
para la leche fermentada, obteniéndose la máxima viabilidad y una aW menor a 0,3 cuando 
la temperatura de entrada elegida es de 135 °C (Tablas 3 y 5). A valores más elevados de 
temperatura de entrada, la viabilidad disminuyó considerablemente. 
Tabla 5: Valores de actividad de agua y recuentos de baterías lácticas para kefir elaborado en 
permeado de suero 20 % p/v deshidratado con distintas temperaturas de entrada. Los valores 
resumidos en la tabla muestran los resultados de por lo menos tres experimentos diferentes. 
Temperatura 
Entrada (°C) 
Temperatura 
Salida (°C) 
Bacterias 
Lácticas  
(log UFC/g) 
aW 
120 ND ND ND 
125 ND ND ND 
130 61 7,0 0,31 
135 66 6,9 0,27 
140 77 6,1 0,23 
145 82 5,9 0,23 
150 89 5,5 0,21 
 
ND: No Determinado 
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Se propuso entonces el permeado de suero como sustrato de la fermentación, pero en una 
concentración de solidos del 20 %.   
Las características del producto obtenido al deshidratar el permeado 20 % (p/v) fermentado 
con gránulos de kefir con los parámetros optimizados anteriormente se resumen en la Tabla 
6. 
 
La viabilidad de las bacterias lácticas y las levaduras en el producto obtenido fue de 6 log 
UFC/g y 4 log UFC/g respectivamente y también se observó un aumento significativo 
(aproximadamente 85 %) en el rendimiento porcentual del proceso si lo comparamos con 
KUHTdir. Ambos efectos pueden atribuirse a la mayor cantidad de sólidos presentes en la 
muestra líquida. 
Tabla 6: Características del producto deshidratado obtenido a partir del secado 
spray de kefir elaborado permeado de suero 20% p/v (KWPdir). Los valores 
resumidos en la tabla muestran los resultados de por lo menos tres experimentos 
diferentes. 
Características KWPdir 
Rendimiento (%) Media 34,6 
DS 5,1 
aW Media 0,2329 
DS 0,02 
Humedad (%) Media 12,0 
DS 0,42 
Bacterias Lácticas 
(logUFC/g) 
Media 6,1 
DS 0,1 
Levaduras (logUFC/g) Media 4,8 
DS 0,8 
Tamaño Partícula 
(μm) 
Media 11,31 
DS 2,6 
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El número de bacterias lácticas viables detectadas en el producto deshidratado no aumentó 
significativamente comparado con la muestra KUHTdir, y la reducción del número de 
bacterias viables respecto al producto original fue significativa en ambos casos (Figura 6 A). 
Sin embargo si tenemos en cuenta la pérdida de viabilidad porcentual de bacterias lácticas 
tras la deshidratación (Figura 6 B), podemos observar que duplicar la cantidad de sólidos 
disueltos disminuyó significativamente (p <0,01) la pérdida de viabilidad durante el proceso 
de secado, ya que para KUHTdir se perdió el 30 % de las bacterias lácticas viables, y para 
KWPdir la disminución fue del 15 % respecto al número de bacterias lácticas presentes en 
la muestra líquida.  
 
Si bien la aW del producto obtenido fermentando en permeado de suero 20 % p/v y 
deshidratado directamente en las condiciones optimizadas anteriormente es inferior a 0,3, el 
contenido de agua es muy superior al recomendable para un producto deshidratado, llegando 
a casi el 12 %.  Más aún, a pesar de que el permeado de suero puede ser fermentado por los 
microorganismos del kefir logrando una acidificación y crecimiento de microorganismos 
 
Figura 6: Cantidad de bacterias lácticas presentes por gramo en las distintas muestras (ver 
Tabla Resumen de Muestras) antes y después del proceso de secado (A) y porcentaje de 
pérdida viabilidad de bacterias lácticas por gramo respecto a la cantidad inicial. KUHTdir: 
kefir elaborado tradicionalmente –en leche UHT- y deshidratado por secado spray directo; 
KWPdir: kefir elaborado en permeado de suero 20 % p/v y deshidratado por secado spray 
directo. Los asteriscos indican diferencias significativas: * = p <0,05 y *** = p <0,01. Los 
resultados mostrados corresponden a por lo menos tres ensayos independientes.  
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similar a la leche, los gránulos usados en este sustrato parecen sufrir cambios con los 
sucesivos cultivos. Además de tomar un color más pardo (similar al permeado de suero), 
pierden la turgencia y disminuyen el tamaño (Figura 7). En este sentido, ya se había 
reportado que la fermentación de permeado de suero en una concentración inferior a la 
utilizada en nuestros ensayos con gránulos de kefir no generaba un aumento en la biomasa 
de éstos (Gamba, 2016). Estos cambios en la morfología están relacionados con la 
composición del medio que si bien es rico en lactosa, es muy pobre en proteínas. Otros 
autores (Londero y col., 2012; Magalhães y  col., 2010) que han utilizado gránulos de kefir 
para la fermentación de otros derivados del suero lácteo que poseen mayor contenido de 
proteínas no reportaron cambios morfológicos en los gránulos de kefir tras la fermentación 
o alteraciones en la composición microbiana del producto obtenido utilizando condiciones 
de fermentación muy similares a las empleadas en este trabajo. El análisis en profundidad 
de estos cambios en los gránulos y su incidencia en la composición microbiológica del 
producto obtenido escapa al alcance de esta tesis pero podría resultar en un producto 
diferente al kefir tradicional.  
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Figura 7: Comparación de los gránulos utilizados para fermentar leche UHT (arriba) y 
permeado de suero 20% p/v (abajo). Además del cambio de coloración, es notoria la 
pérdida de turgencia e integridad por parte de los gránulos utilizados en permeado de 
suero. 
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1.4.3 Secado utilizando carriers 
Debido a que la fermentación en permeado de suero produjo cambios en la morfología de 
los gránulos, y posiblemente en el producto obtenido, se buscaron otras estrategias para 
obtener un producto deshidratado a partir de kefir. Como primer medida, se decidió mantener 
la fermentación en leche UHT y a partir del kefir obtenido explorar estrategias para aumentar 
la viabilidad en el producto deshidratado. 
Como estrategia para aumentar la viabilidad microbiana y optimizar las condiciones para la 
deshidratación, se estudió el efecto de permeados de suero (que contiene un 85  % p/v de 
lactosa) y leche descremada, como soluciones carriers para el secado spray, ya sea por si 
solos o mezclados con maltodextrina o trehalosa, que son dos azucares ampliamente 
utilizados como agentes termoprotectores (Tabla 2). 
El uso de carriers genera condiciones más favorables para el proceso de deshidratación, lo 
que aumenta la viabilidad de los microorganismos en el producto (Sunny Roberts y Knorr, 
2009), y la adición de agentes protectores es una estrategia para proteger bacterias 
probióticas durante procesos de deshidratación y el subsiguiente almacenamiento. Los 
agentes protectores pueden ser componentes simples o complejos. Diferentes azúcares (por 
ejemplo: glucosa, fructosa, lactosa, manosa, sacarosa, sorbitol, adonitol, trehalosa) y otros 
compuestos como la leche descremada y diversos subproductos de la industria láctea; goma 
arábiga, glutamato monosódico, maltodextrina, almidón y oligosacáridos han sido utilizado 
con éxito como medio carrier para la deshidratación por secado spray de microorganismos 
probióticos (Corcoran y col., 2004; Desmond y col., 2002; Golowczyc y col., 2010; Leslie, 
et al, 1995; Lian, 2002; Reddy y col., 2009; Santivarangkna y col., 2008; 2007; Silva y col., 
2011; Soukoulis y col., 2013; Sunny Roberts & Knorr, 2009).; Silva y col., 2011; Soukoulis 
y col., 2013; Ying y col., 2010). 
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De esta manera, el kefir elaborado tradicionalmente fue centrifugado y resuspendido en 
carriers con 20 %  de sólidos disueltos previo a someterse al secado spray. Otra estrategia 
evaluada fue la neutralización de la suspensión carrier previo al secado spray. Han sido 
publicados resultados contradictorios en referencia a esta modalidad. Algunos autores 
afirman que la neutralización genera mayores tasas de supervivencia de los microorganismos 
(Linders y col., 1997), mientras que otros aseguran que se logra una mayor tasa de 
supervivencia al trabajar con un pH no controlado (Silva y col., 2005). Esta falta de consenso 
se debe principalmente a que este efecto depende de la cepa probiótica en cuestión, como 
reportó Saarela (2005), quien no observó diferencias en la supervivencia de 
microorganismos al deshidratar B. animalis ssp. lactis neutralizando el pH del carrier.  
Los resultados obtenidos con el uso de soluciones carriers se resumen en la Tabla 7. Como 
se puede observar, la utilización de carriers permite aumentar el rendimiento del proceso con 
respecto a lo ocurrido para KUHTdir (Tabla 4). Los valores de rendimiento porcentual 
obtenido se asemejan a los observados para la muestra KWPdir, cuyo contenido de sólidos 
fue de aproximadamente el 20 %. Podemos observar que cuando los carriers fueron 
neutralizados, el rendimiento obtenido fue mayor que con respecto a las muestras no 
neutralizadas. Si bien el rendimiento del proceso tiene orígenes multifactoriales 
(microorganismos, medios de secado, concentración de sólidos, parámetros de secado) y esto 
dificulta una comparación directa con otros trabajos, Chandralekha y col. (2016) informaron 
que los rendimientos después del secado spray fueron de 39,5 % y 25,8 % usando leche 
descremada y maltodextrina respectivamente. Mientras que Arslan y col. (2015) obtuvieron 
valores de rendimiento superiores al 39 % utilizando soluciones carriers para el secado en 
spray. 
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Tabla 7: Características de los productos deshidratados obtenidos por secado spray utilizando los diferentes carriers. Los valores resumidos en la tabla 
muestran los resultados de por lo menos tres experimentos independientes. 
Producto Rendimiento (%) aW Humedad (%) Bacterias lácticas 
(log UFC/g) 
Levaduras  
(log UFC/g) 
Tamaño partícula 
promedio (μM) 
Media DS Media DS Media DS Media DS Media DS Media DS 
SM 33,0 3,1 0,2150 0,02 5,45 0,06 8,9 0,4 0 0 10,27 3,01 
SMN 35,9 3,1 0,1886 0,03 5,73 0,03 8,8 0,6 0 0 10,79 2,97 
SMM 29,9 0,6 0,2035 0,01 5,53 0,03 9,5 0,4 4,1 0,4 11,25 2,09 
SMMN 37,1 1,6 0,2179 0,02 5,21 0,37 8,8 0,3 2,4 0,7 11,21 1,97 
WP 23,3 2,5 0,2100 0,02 5,29 0,15 8,1 0,1 5,2 1,1 11,27 2,34 
WPN 34,5 3,9 0,3000 0,01 8,61 0,09 8,1 0,1 3,9 0,7 11,69 1,89 
WPM 24,9 1,2 0,2105 0,01 5,95 0,28 9,4 0,6 4,5 0,1 11,48 2,43 
WPMN 32,8 3,6 0,2981 0,01 7,83 0,17 9,1 0,3 3,9 0,6 12,41 2,10 
MT 26,3 2,4 0,2568 0,02 6,01 0,09 8,2 0,4 4,1 0,1 11,37 2,31 
WPT 24,4 1,6 0,2263 0,03 5,87 0,16 8,2 0,2 3,9 0,6 12,91 1,89 
SMT 28,7 1,2 0,2488 0,01 5,76 0,06 8,2 0,1 4,0 0,2 12,15 2,27 
MTN 24,7 2,1 0,2612 0,01 5,81 0,21 8,6 0,2 3,9 0,4 10,95 2,09 
WPTN 24,9 0,1 0,2574 0,02 6,55 0,19 8,4 0,3 4,0 0,3 10,99 2,21 
SMTN 27,1 2,6 0,2491 0,02 5,67 0,26 8,6 0,1 4,1 0,2 11,43 2,92 
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El tamaño de las partículas de los productos obtenido en este tipo de proceso de 
deshidratación está determinado por el tamaño de la gota de spray formada. En el tipo de 
tobera utilizado (tobera de dos fluidos) el spray se forma cuando el aire a alta presión entra 
en contacto con la suspensión líquida, atomizándola. Varios parámetros pueden influir en el 
tamaño de partícula que se obtiene, como la presión de gas utilizada, la velocidad con la que 
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Figura 8: Distribución de tamaño de partícula para los productos deshidratados 
SM, SMM y SMN (A), y WP, WPM y WPN (B). Ver Tabla Resumen de 
Muestras 
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ingresa la suspensión al sistema, y las propiedades de la suspensión a secar, como la tensión 
superficial y la viscosidad (Elversson y Millqvist-Fureby,2005; Toro-Sierra y col, 2013).  
Para los parámetros de secado seleccionados y la tobera utilizada, que tiene un diámetro de 
orificio de 0,7 mm, se obtuvieron partículas con un tamaño entre 10 y15 μm de diámetro. En 
cuanto a la distribución del tamaño de las mismas para los diferentes productos obtenidos, 
observamos que todas poseen una distribución unimodal y prácticamente simétrica (Figura 
8). Sin embargo, se pueden observar diferencias en la curtosis de las curvas obtenidas, es 
decir en qué tan cerca del valor medio se agrupan los datos obtenidos. Este efecto es notorio 
para la muestra SM donde los datos se agrupan en un intervalo más pequeño que para las 
muestras SMM o SMN por ejemplo (Figura 8 A). Ese efecto en la modificación de la curtosis 
no parece estar relacionado con la presencia de maltodextrina en el carrier, ya que si 
comparamos las muestras WP y WPM observamos un grado de curtosis similar. Tampoco 
se observó relación con la neutralización del carrier previo al secado, ya que al comparar las 
muestras WP y WPM no observamos el mismo fenómeno (Figura 8 B).  
La actividad del agua (aW) está relacionada con la disponibilidad de agua libre en la muestra 
y es un parámetro importante que determina la estabilidad y vida útil de los productos 
deshidratados (Rahman, 2010). Según Schmidt (2004), los valores de actividad del agua 
entre 0,001 y 0,25 están relacionados con una alta estabilidad. Sin embargo, como ya se 
comentó anteriormente, para la elaboración de un producto deshidratado que contenga 
microorganismos viables es necesario arribar a un valor de aW bajo sin que esto perjudique 
la viabilidad de dichos microorganismos debido a la necesidad de condiciones de secado que 
implican altas temperaturas. En el presente trabajo, todas las muestras tuvieron valores de 
aW entre 0,2 y 0,3 (Tabla 7), lo que proporcionaría una ventaja en el almacenamiento. Según 
varios trabajos publicados previamente, el contenido óptimo de humedad de los polvos 
secados por spray es de entre el 4 y el 7 % para lograr estabilidad durante el almacenamiento 
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(Ananta y col., 2005; Chávez y Ledeboer, 2007). El contenido de humedad de todas las 
muestras deshidratadas por secado spray con diferentes carriers osciló entre 5,2 y 5,9 %, 
excepto las muestras WP y WPM neutralizadas, que tuvieron un contenido de humedad 
significativamente mayor (entre 7,8 y 8,6 %).  
Todos los carriers evaluados condujeron a un aumento en la supervivencia de las bacterias 
lácticas en comparación con las muestras obtenidas por secado directo. Se puede suponer 
que estos resultados están relacionados con el aumento en la cantidad de sólidos totales con 
efecto termoprotector (Corcoran y col., 2004). Los contenidos de sólidos totales informados 
de los medios de secado generalmente oscilan entre el 20 y el 30 % (p/v), y se consideran 
como óptimos para garantizar una alta supervivencia de diferentes cepas de bacterias lácticas 
(Huang y col., 2017). En los ensayos realizados para el presente trabajo de tesis, el mayor 
contenido de sólidos (20 % p/v) en la muestra probablemente generó una condición más 
favorable para la deshidratación. Cuando los microorganismos presentes en el kefir fueron 
suspendidos y deshidratados en carriers que contienen leche descremada, la supervivencia 
de las bacterias lácticas fue superior a 9 log UFC/g. Se ha informado que el permeado de 
suero de leche es un carrier apropiado para el secado spray de lactobacilos (Eckert y col., 
2017; Golowczyc y col., 2013; Hugo y col., 2016). Nuestros resultados demostraron que 
cuando los microorganismos de kefir se suspenden y deshidratan en el permeado de suero 
(WP) y el permeado de suero más maltodextrina (WPM), la supervivencia de las bacterias 
lácticas fue superior a 8 log UFC/g. Sin embargo, cuando los microorganismos de kefir se 
suspenden y deshidratan en WP y WPM y se neutralizan a pH 7, la supervivencia de las 
bacterias lácticas fue superior a 9 log UFC/g. Estos hallazgos están de acuerdo con los 
resultados reportados por Golowczyc y col. (2013) que demostraron que las condiciones 
ácidas durante la deshidratación de lactobacilos derivados del kefir constituyen un factor 
principal que afecta la supervivencia. Podría plantearse la hipótesis de que los compuestos 
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ácidos se concentrarían durante el proceso de secado spray, incrementando así los efectos 
nocivos sobre los microorganismos. Para las muestras obtenidas con carriers que contenían 
trehalosa, se observa un aumento en la viabilidad al neutralizar el carrier antes del proceso 
de secado, pero dicho aumento no es significativo. 
Dado que las levaduras son, a la vez, de importancia en la funcionalidad probiótica y 
adecuados indicadores del proceso debido a su baja resistencia térmica, uno de los aspectos 
abordados fue el estudio de la viabilidad de este grupo de microorganismos del kefir. Los 
resultados mostraron que cuando los microorganismos del kefir se suspendieron y 
deshidrataron en leche descremada (SM) y leche descremada más maltodextrina (SMM), los 
valores de levaduras viables luego del secado estuvieron por debajo del límite de detección 
por el método de recuento en placa (2 log UFC/g). Por el contrario, cuando los 
microorganismos de kefir se suspendieron y deshidrataron en leche descremada neutralizada 
(SMN) o leche descremada más maltodextrina neutralizada (SMMN) la supervivencia de las 
levaduras estuvo por encima de 3 log UFC/g. Estos hallazgos demuestran que la 
neutralización del medio de suspensión es crucial para mantener la viabilidad de las 
levaduras durante el proceso de secado. Cuando los microorganismos del kefir fueron 
suspendidos y deshidratados en permeado de suero (WP) y en permeado de suero más 
maltodextrina (WPM), la supervivencia de las levaduras fue superior a 4 log UFC/g y no se 
encontraron diferencias significativas en comparación con las muestras neutralizadas. Por su 
parte, la viabilidad de levaduras en las muestras que contenían trehalosa como componente 
del carrier fue de 4 log UFC/gr aproximadamente, independientemente de si el carrier fuera 
neutralizado o no previo al proceso de secado.  
Varios autores han reportado la baja tolerancia de las levaduras  al estrés térmico (Abadias, 
y col., 2001; Golowczyc y col., 2010), la cual podría estar relacionada la condensación y la 
reestructuración de la membrana durante el proceso de deshidratación. El efecto protector 
PRIMERA PARTE – RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
63 
 
observado en la preservación de la viabilidad de levaduras con aquellos carriers que 
contenían permeado de suero o trehalosa puede estar relacionado con el efecto 
termoprotector de los azúcares. En este sentido, Arao y col. (2002) encontraron un efecto 
protector de varios sacáridos sobre la resistencia de la levadura a altas temperaturas y 
concluyendo que este efecto está relacionado con el número promedio de grupos OH 
ecuatoriales en la molécula de azúcar. Los mecanismos que pueden explicar el efecto 
protector de estos carbohidratos son las teorías de reemplazo de agua y transición vítrea. La 
teoría del reemplazo del agua establece que los carbohidratos toman el lugar de las moléculas 
de agua y establecen puentes de hidrógeno con las cabezas polares de los fosfolípidos de 
membrana, estabilizando su estructura durante la deshidratación. La teoría de la transición 
vítrea establece que los microorganismos están incluidos en una matriz vitrificada de 
azucares que evita que la membrana celular pase de una fase gel a una fase líquida, donde 
aumenta la movilidad de los lípidos de la membrana perdiéndose su integridad. Cuando el 
azúcar que se utiliza para reemplazar al agua tiene una temperatura  de  transición  vítrea 
(Tg) alta, aumenta el valor de temperatura necesario para que la membrana cambie de fase. 
De esta manera, el reemplazo de agua por azucares con alta Tg, como la trehalosa o la lactosa 
disminuye los daños en la membrana producido por la alta temperatura del proceso y permite 
explicar las diferencias observadas en cuanto a la viabilidad de las levaduras. 
 
1.4.3.1 Análisis multivariante de componentes principales 
El secado a escala laboratorio utilizando soluciones carriers resultó en un proceso lo 
suficientemente robusto como para obtener un producto con una cantidad de bacterias 
lácticas viables elevada y una baja actividad de agua más allá del carrier empleado para la 
deshidratación. Incluso para otros parámetros evaluados, como el rendimiento o el contenido 
porcentual de humedad, no se observaron grandes diferencias entre los productos elaborados 
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con los distintos carriers. Debido a la gran cantidad de factores evaluados lo cual dificulta 
tener un panorama general, se procedió a la elaboración de un análisis de componentes 
principales para poder graficar y examinar los resultados en su conjunto a través de un 
análisis multivariado. Los gráficos biplot propuestos por Gabriel (Gabriel, 1971) muestran 
las observaciones y las variables en el mismo gráfico, permitiendo así elaborar 
interpretaciones sobre las relaciones conjuntas entre observaciones y variables. 
Las variables son representadas como vectores desde el origen y las observaciones como 
puntos en el plano. Los ángulos entre los vectores que representan las variables indican la 
correlación entre las mismas. Si el ángulo es agudo la correlación es positiva, si es obtuso es 
negativa. Si el ángulo es recto, no existe correlación entre las variables.   
Al realizar el análisis de componentes principales de las muestras secadas con carriers, se 
obtuvieron las matrices y correlaciones estadísticas entre las variables que se muestran en 
las Tablas 8 y 9. 
Tabla 8: Matriz de correlación entre las distintas variables evaluadas para los productos 
deshiddratados utilizando carriers a escala laboratorio. 
 
Bacterias 
lácticas 
(log 
UFC/g) 
aW Humedad 
(%) 
Levaduras 
(log 
UFC/g) 
Tamaño 
Partícula 
(um) 
Rendimiento 
(%) 
Bacterias lácticas 
(log UFC/g) 
      
aW 0,2259 
     
Humedad (%) 0,6094 0,0004 
    
Levaduras (log 
UFC/g) 
0,4402 0,1748 0,502 
   
Tamaño Partícula 
(μm) 
0,4198 0,1737 0,2034 0,0555 
  
Rendimiento (%) 0,3683 0,983 0,406 0,008 0,5052 
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La matriz de correlación de probabilidades entre las variables (Tabla 8) muestra qué tan 
relacionadas estadísticamente están las variables entre sí, asignándole un valor numérico 
entre 0 y 1. Dos variables tendrán una correlación significativa si el valor de p es menor que 
el valor de corte asumido. Por ejemplo, se ve que aW y humedad se correlacionan ya que p 
= 0.0004. La Tabla 9 muestra como es la contribución de dichas variables a cada uno de los 
componentes principales, asignando un valor numérico entre 1 y -1. Así, la variable aW 
contribuye fuertemente a CP1, mientras que casi no contribuye a CP5. 
Los gráficos biplot obtenidos para los productos deshidratados utilizando carriers se 
muestran en las Figuras 9, 10 y 11. Estos biplot se realizaron utilizando dos de los 
componentes principales calculados. El porcentaje de variación que explica cada 
componente principal se puede observar en los distintos gráficos en el rótulo del eje. Para 
este análisis, los tres primeros componentes principales permiten explicar el 85 % de la 
variación total. Los puntos (productos deshidratados) que se hallen más cercanos al centro, 
son aquellos que muestran menor variación para cada uno de los componentes principales 
con respecto a la media de todos los productos evaluados, mientras que los más alejados son 
aquellos que difieren del resto en la característica evaluada representada por el eje sobre el 
cual se proyectan.  
Tabla 9: Correlación de las variables evaluadas con los componentes principales generados 
por el análisis de los datos para los productos deshidratados utilizando carriers a escala 
laboratorio. 
Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 
Bacterias Lácticas  
(log UFC/g) 
-0,51 0,13 0,83 -0,17 -0,05 0,06 
aW 0,81 0,46 -0,06 -0,26 1,66x10-3 0,26 
Humedad (%) 0,66 0,68 0,10 -0,16 -0,12 -0,24 
Levaduras (log UFC/g) 0,75 -0,50 0,27 -0,16 0,29 -0,08 
Tamaño partícula (μm) 0,72 -0,06 0,29 0,62 -0,08 0,04 
Rendimiento (%) -0,39 0,85 3,6x10-3 0,25 0,27 -3,66x10-3 
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Al analizar el biplot CP1 vs. CP2 (Figura 9) se observó que las variables rendimiento 
porcentual y bacterias lácticas viables están relacionadas entre sí, y poseen una correlación 
negativa con el resto de las variables. También podemos ver, que las variables aW y 
humedad porcentual presentan, como es de esperar, una fuerte correlación entre sí, como se 
había destacado al observar la Tabla 8. 
Como se observa en la Figura 9, los productos que mostraron mayores valores para las 
variables de rendimiento y bacterias lácticas viables aparecen para valores negativos de CP1 
(mitad izquierda del gráfico), mostrando aquellas con mayor rendimiento en el cuadrante 
superior izquierdo (como SM y SMN) y las de menor rendimiento en el inferior izquierdo 
(como SMM y WPM), debido a su proyección relativa al eje que constituye esta variable. 
WPMN mostró una gran cantidad de bacterias lácticas viables luego del proceso de 
deshidratación, pero su alto contenido de humedad y su elevada aW, hacen que se ubique en 
el cuadrante superior derecho, debido a la alta contribución de estas dos variables sobre el 
CP1. 
Por su parte, se puede observar que todas las muestras que contenían trehalosa como 
componente del carrier presentaron menor variación en cuanto a las características 
evaluadas, ya que los puntos correspondientes a estos productos aparecieron agrupados en 
un clúster. Es interesante también evaluar si los puntos graficados en un biplot se mantienen 
la misma agrupación cuando se grafican otros CP. Si esto ocurre, quiere decir que la 
distribución de puntos representa a la distribución de puntos en el espacio multidimensional 
de n dimensiones (en este caso 6 variables = 6 dimensiones) original.  
Al analizar el biplot de CP2 vs CP3 (Figura 11), por ejemplo, observamos que, pese a que 
cambiamos la proyección de la variables en el plano, las muestras que contenían trehalosa 
como componente del carrier continuaron agrupándose juntas, indicando que lo observado 
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en el biplot CP1 vs. CP2 (Figura 9) estaba relacionado con el espacio de variables original. 
Es decir, que el agrupamiento de las observaciones era acorde con los datos originales. 
Los productos WPN y WPMN siempre se hallaron a valores positivos de CP1, que mostró 
una fuerte correlación con mayores valores de humedad y de aW. Más aún, en el biplot CP1 
vs CP2 (Figura 9), se puede observar que estos puntos se ubicaron entre la proyección de 
ambas variables, lo que indicó que éstas son las que más contribuyeron a su variación 
respecto del resto de las muestras. Esto reflejó el resultado que se observa en la Tabla 7 
donde se puede apreciar la aW y la humedad porcentual fue superior para estas muestras. De 
esta manera, se podría hipotetizar, que la neutralización antes del secado de aquellas 
muestras que poseen permeado de suero como componente del carrier conlleva un aumento 
de la aW y la humedad porcentual en el producto final, ya que los productos WP y WPM se 
ubicaron hacia valores negativos de CP2.  
Las muestras SM, SMM, SMN y SMMN siempre presentaron valores negativos para CP1, 
debido a su menor aW y contenido de humedad que las otras muestras. Además, CP1 se 
correlacionó también con las levaduras viables en la muestra, los que se tradujo en que las 
muestras que no presentaron levaduras viables tras la deshidratación (SM y SMN) se hayan 
proyectado hacia valores más negativos de dicho componente principal.  
Debido a que la CP3 está fuertemente relacionada con la viabilidad de bacterias lácticas 
(Tabla 9), se esperaría que las muestras que presentaron un número similar de bacterias 
lácticas viables se agrupen juntas para este componente. Efectivamente, las muestras SMM 
y WPM, con recuentos de alrededor de 9 log UFC/g, se encuentran cercanas respecto a esta 
variable.  
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Figura 9: Biplot del análisis de componentes principales: CP1 vs. CP2.  En los rótulos de los 
ejes se observa el porcentaje de la variabilidad explicado por cada componente principal. Ver 
Tabla Referencia de Muestras. 
 
Figura 10: Biplot del análisis de componentes principales: CP1 vs. CP3.  En los rótulos de los 
ejes se observa el porcentaje de la variabilidad explicado por cada componente principal. Ver 
Tabla Referencia de Muestras. 
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Por su parte, los productos SM y SMN, se agruparon juntos en los 3 biplot, indicando que 
existe muy poca variación entre ellos para los parámetros evaluados. Así, para el caso de la 
leche descremada como carrier, la neutralización no tuvo un efecto sobre los parámetros 
evaluados. Para el caso de las muestras SMM y SMMN, vemos que si bien ambas 
presentaron valores negativos para el CP1,  con respecto a los otros CP el comportamiento 
observado fue el inverso, ubicándose en cuadrantes diferentes del biplot de CP2 vs CP3. En 
la Figura 11 se puede observar que SMM fue más importante la influencia del CP3 
(relacionado con la viabilidad de lácticas) y para SMMN el CP2, que se relacionó con el 
rendimiento. Esto indicaría que, para las muestras que contenían leche descremada y 
maltodextrina como componentes del carrier, la neutralización ejerció un efecto adverso en 
la supervivencia de bacterias lácticas, pero aumentó el rendimiento porcentual del proceso. 
 
 
Figura 11: Biplot del análisis de componentes principales: CP2 vs. CP3.  En los rótulos de los 
ejes se observa el porcentaje de la variabilidad explicado por cada componente principal. Ver 
Tabla Referencia de Muestras. 
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Después de todo lo expuesto podemos concluir que cuando el carrier empleado es leche 
descremada, se obtuvieron valores de rendimiento superiores a la media de las muestras 
(valores negativos de CP1 y positivos de CP2) y valores de supervivencia de bacterias 
lácticas ligeramente superiores a la media de las muestras (valores negativos de CP1 y 
cercanos a cero para CP3) y que, además, su neutralización previo al secado no tuvo 
influencia en los parámetros evaluados. En cambio, para los productos elaborados con 
carriers conteniendo leche y maltodextrina, observamos que la neutralización influyó 
aumentando el rendimiento del proceso en detrimento de la viabilidad bacteriana. 
Para la muestras que contenían permeado de suero como componente del carrier ya sea 
combinado o no con maltodextrina, la neutralización generó un aumento en el rendimiento 
del proceso, pero también aumentó considerablemente la actividad de agua y el contenido 
porcentual de humedad en el producto deshidratado respecto de la media (valores positivos 
para CP1 y CP2), lo cual podría ser contraproducente para su posterior almacenamiento. 
Además, se observó también que cuando el carrier consistía solamente en permeado de suero 
la viabilidad de bacterias lácticas fue baja (valores negativos de CP3), pero que la 
combinación con maltodextrina generó un aumento de la bacterias lácticas viables presentes 
en el producto deshidratado, ya que WPM y WPMN mostraron valores positivos para CP3. 
Con respecto a las muestras elaboradas con carriers conteniendo trehalosa y como se puede 
apreciar en los distintos biplot, todas ellas se mantuvieron en un cluster independientemente 
de que se combine con otro componente o que el carrier sea neutralizado o no previo al 
proceso de deshidratación. Esto mostró que la presencia de trehalosa en el carrier generó 
productos con menor variación entre sí, independientemente del componente con el cual se 
combine. 
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Así, se puede decir que los carriers sin neutralizar que contienen maltodextrina en 
combinación con leche descremada o permeado de suero son aquellos que permiten obtener 
un producto óptimo en cuanto a las características evaluadas, ya que presentan mayor 
viabilidad de bacterias lácticas y menor actividad de agua. De estos dos, el mayor 
rendimiento observado para SMM lleva a considerarlo como el carrier más apropiado. 
 
1.4.3.2 Resistencia al pasaje gastrointestinal 
La supervivencia al tránsito gastrointestinal es un requisito crucial para los microorganismos 
probióticos. El bajo pH y la acción antimicrobiana de la pepsina en el estómago, además de 
la presencia de sales biliares en el intestino, constituyen barreras que deben enfrentar los 
microorganismos administrados por vía oral (Nagata y col., 2009). Para todos los productos 
observamos que la reducción más significativa en la viabilidad microbiana ocurrió luego de 
la incubación en la solución gástrica (p <0,01) (Figura 12), probablemente por el bajo pH en 
dicha solución (pH=2,5).  
Al final de la simulación gastrointestinal, se observó que, para las muestras SM y SMM, la 
disminución de las bacterias lácticas viables no excedió el 17% (1,5 log UFC/ml). Sin 
embargo, para las muestras SMN y SMMN hubo una disminución mayor en la viabilidad 
(1,5 y 1,6 log UFC/ml respectivamente), indicando que la neutralización del carrier previo 
al secado spray tiene luego un efecto negativo en la resistencia al pasaje gastrointestinal por 
parte del producto deshidratado elaborado. 
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Para WP y WPM, las bacterias lácticas disminuyeron 1,5 y 2,1 log UFC/ml respectivamente 
al final de la simulación, lo que equivale a una pérdida del 19,5 y del 26,6 % del número 
inicial de bacterias lácticas respectivamente. Para estas muestras, la neutralización del carrier 
no tuvo un efecto significativo, ya que para WPN y WPMN observamos una disminución 
similar, de 1,6 y 2,06 log UFC/ml respectivamente. Por su parte, al estudiar el efecto de la 
trehalosa como componente de la solución carrier se observó nuevamente que la 
neutralización tuvo un efecto negativo sobre la resistencia al pasaje por el tracto 
gastrointestinal. Sin embargo, la disminución en la viabilidad fue menor cuando la trehalosa 
se combinó con leche descremada en el carrier. Estos resultados indicaron que la presencia 
de leche descremada en el carrier mejora la supervivencia de bacterias lácticas a las 
condiciones gastrointestinales simuladas. 
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Figura 12: Porcentaje de bacterias lácticas viables respecto a la cantidad inicial en diferentes 
productos deshidratados (Ver Tabla Resumen Muestras) en cada etapa de la simulación 
gastrointestinal. Los resultados graficados corresponden a por lo menos tres ensayos 
independientes. Las barras indican la desviación estándar. Para todos los productos la disminución 
fue significativa tras la incubación en la solución gástrica (p <0,01). Los asteriscos indican 
diferencias significativas (p <0,01) para disminución de la cantidad de bacterias lácticas tras la 
incubación en la solución intestinal  
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La resistencia a las condiciones gástricas e intestinales simuladas es una propiedad que 
depende tanto del microrganismo probiótico como de las condiciones en las que se realiza 
la simulación (Dianawati y col., 2016; Fernandez de Palencia y col, 2008), lo cual dificulta 
las comparaciones entre diferentes investigaciones. Además, para este caso en que el 
probiótico forma parte de un producto deshidratado, también dependerá de la composición 
del producto y las condiciones en las que se deshidrató.  El secado spray implica un elevado 
estrés por calor para los microorganismos, que se traduce en general en daño de la pared y 
de la membrana celular (Desmond y col., 2001). Estos daños hacen que los microrganismos 
sean menos resistentes a un estrés adicional, como el que representa el bajo pH de la 
simulación gástrica. 
La presencia de azúcares (Corcoran y col., 2005), o de leche descremada (Heidebach y col., 
2009) permite aumentar la supervivencia de bacterias probióticas durante el pasaje 
gastrointestinal. Incluso, Ilango y col. (2016) informaron altas tasas de supervivencia (98-99 
%) para bacterias lácticas deshidratadas por secado spray luego de la simulación de 
condiciones gástricas e intestinales utilizando leche descremada como carrier. La leche 
descremada se usa comúnmente como un medio carrier para el secado de bacterias porque 
previene el daño celular al estabilizar las biomoléculas constituyentes de la membrana 
celular. Además, crea una estructura porosa en el producto deshidratado y contiene proteínas 
que proporcionan una cubierta protectora para la célula (Abadias y col., 2001; Paez y col., 
2013; Soukoulis y col., 2014). Se puede decir que las bacterias secadas por spray utilizando 
leche descremada (combinada con otro componente o no) como carrier han sufrido menos 
daños durante el proceso de secado, por lo que son más resistentes al paso a través de las 
condiciones gastrointestinales simuladas. Además, se cree que las proteínas de la leche 
poseen capacidad de amortiguar cambios de pH, evitando que el pH gástrico más bajo afecte 
a las bacterias probióticas deshidratadas en presencia de proteínas (Heidebach y col., 2009).  
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Con respecto a las levaduras (Figura 13), para aquellas muestras que contenían WP como 
componente en su suspensión carrier se pudieron detectar levaduras tras la simulación 
gástrica, pero en muy baja cantidad. La pérdida de viabilidad observada para estas muestras 
tras la simulación gástrica fue en todos los casos superior al 70 %, lo que corresponde a una 
pérdida entre 2 y 4 log UFC aproximadamente, dependiendo del producto deshidratado en 
cuestión.  
A pesar de que no existen informes acerca del comportamiento de levaduras deshidratadas 
por secado spray durante la simulación del pasaje gastrointestinal, otros autores reportaron 
pérdidas de viabilidad similares para levaduras microencapsuladas (Ghorbani-Choboghlo y 
col., 2015; Zivkovic y col., 2015; Niamah y col., 2018). Se podría hipotetizar que el 
permeado de suero (85 % lactosa) posee un efecto protector para las levaduras frente al estrés 
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Figura 13: Porcentaje de levaduras viables respecto a la cantidad inicial para cada uno de 
los productos deshidratados (Ver Tabla Resumen Muestras) en cada etapa de la simulación. 
SM y SMN no fueron evaluadas debido a que no presentaron levaduras viables tras el 
proceso de secado spray. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <0.01) para 
disminución de la cantidad de bacterias lácticas tras la incubación en la solución intestinal. 
No se detectaron levaduras tras la simulación intestinal. Los resultados graficados 
corresponden a por lo menos tres ensayos independientes.  
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ácido que significa el pasaje gástrico. Sin embargo, tras la simulación intestinal, ya no 
pueden ser detectadas las levaduras en ninguno de los productos analizados. Es sabido que 
el estrés sufrido por las levaduras durante la deshidratación afecta su posterior viabilidad. 
Esto, sumado al estrés por pH ácido de la simulación estomacal y el estrés por simulación 
intestinal, explicaría el hecho de no hallar levaduras al finalizar simulación 
 
1.4.3.3 Capacidad acidificante e inhibición del crecimiento de Salmonella 
La capacidad acidificante se define como la capacidad de un producto probiotico 
deshidratado para acidificar un determinado medio. La capacidad acidificante incluye la 
viabilidad celular y el estado fisiológico y es un criterio para evaluar la calidad del producto 
obtenido. Las pruebas de actividad para las bacterias lácticas se basan normalmente en 
mediciones de la disminución del pH durante la incubación de leche inoculada en relación 
al tiempo de incubación. Al inocular 10 ml de leche UHT con 1gr de los diferentes productos 
deshidratados, todos ellos mostraron a capacidad acidificante (Figura 14), observándose una 
disminución del valor del pH luego de 4 horas de incubación y que continúa disminuyendo 
durante el transcurso de la misma. Si bien la velocidad de acidificación fue menor que la 
observada durante la incubación con los gránulos de kefir tanto en leche como en permeado 
de suero (Figura 5), la disminución del pH indica que los microrganismos presentes en los 
productos deshidratados poseen su metabolismo activo, lo cual es una condición importante 
para el carácter probiótico del producto. 
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De esta manera, se pudo comprobar que las bacterias lácticas viables presentes en los 
distintos productos deshidratados conservaron su actividad acidificante. Con objeto de 
profundizar en la actividad probiótica de dichos productos, se realizaron ensayos de difusión 
en agar contra un patógeno gastrointestinal como la Salmonella enterica. Para los ensayos 
realizados en el presente trabajo se utilizaron 3 diferentes cepas de Salmonella enterica 
serovar Enteritidis: SE105, SE106 y SE115 del cepario del CIDCA. 
La capacidad antagónica por parte de los microorganismos del kefir contra Salmonella ha 
sido reportada extensamente por varios autores (Chifiriuc y col., 2011; Golowczyc ycol., 
2007; Kim, 2016), incluso en kefir elaborado en permeado de suero (Londero y col., 2014). 
Esta actividad inhibitoria puede deberse a varios factores, entre los que se destacan la 
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Figura 14: Disminución de pH en función del tiempo para leche UHT inoculada 10% con los 
diferentes productos obtenidos por secado spray (Ver Tabla Resumen Muestras). Como control 
se utilizó leche UHT sin inocular. Los resultados graficados corresponden a por lo menos 3 
ensayos independientes. 
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producción de ácidos orgánicos y otros metabolitos pero también puede postularse la 
producción de otros factores tales como las bacteriocinas.  
Como se puede observar en las Figuras 15 y 16, todos los productos deshidratados mostraron 
la capacidad de inhibir el crecimiento del patógeno. Esta capacidad se relaciona directamente 
con la presencia de microorganismos en los productos deshidratados, ya que al evaluar los 
carriers secados en las mismas condiciones pero sin los microorganismos del kefir no se 
observó inhibición de las cepas de Salmonella. Los halos de inhibición para todos los 
productos deshidratados con microorganismos de kefir fueron mayores a los 5 mm, lo que 
indica que la presencia de microorganismos en el producto deshidratado es fundamental para 
que el éste mantenga su capacidad inhibitoria frente a Salmonella. Los valores de diámetro 
medio de inhibición obtenidos para todos los productos deshidratados son similares a los 
obtenidos para el kefir fresco recién elaborado, demostrando que los productos deshidratados 
derivados del kefir conservan la capacidad de inhibición de Salmonella.   
Como se mencionó en la introducción, existen varios reportes acerca de la actividad 
antagónica de kefir y de cepas provenientes de éste frente a Salmonella (Chang y col., 2018; 
Golowczyc y col., 2007, 2008; Londero y col., 2015). Los estudios con diferentes cepas 
aisladas han postulado diversos mecanismos que podrían contribuir a la inhibición de este 
patógeno. Así, este efecto inhibitorio podría atribuirse a los diferentes metabolitos secretados 
por las bacterias lácticas, como bacteriocinas y/o ácidos orgánicos. Habiendo comprobado 
la conservación de la capacidad acidificante de los productos desarrollados, que fue similar 
para todos ellos, y conociendo la alta capacidad inhibitoria de los ácidos orgánicos 
producidos por el kefir, podemos inferir en que éstos serían los responsables de la actividad 
antagónica frente a Salmonella, ya que los halos de inhibición generados por todos los 
productos fueron similares. 
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Figura 15: Diámetro (mm) de los halos de inhibición de los diferentes productos obtenidos mediante secado con carriers conteniendo leche descremada como componente 
(Ver Tabla Resumen Muestras) versus tres cepas diferentes de Salmonella enterica serovar Enteritidis: SE105(A), SE106(B) y SE115(C); comparados con el kefir elaborado 
tradicionalmente (kefir fresco). En todos los casos, las muestras sin microorganismos hacen referencia al carrier sin los microorganismos del kefir, o a leche UHT para el caso 
del kefir fresco.  La línea punteada corresponde al diámetro de la fosa donde se colocó el producto deshidratado (2,5mm). Los valores graficados corresponden a por lo menos 
tres ensayos independientes.  
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Figura 16: Diámetro (mm) de los halos de inhibición de los diferentes productos obtenidos mediante secado con carriers conteniendo permeado de suero o trehalosa como 
componente (Ver Tabla Resumen Muestras) versus tres cepas diferentes de Salmonella enterica serovar Enteritidis: SE105(A), SE106(B) y SE115(C); comparados con el 
kefir elaborado tradicionalmente (kefir fresco). En todos los casos, las muestras sin microorganismos hacen referencia al carrier sin los microorganismos del kefir, o a leche 
UHT para el caso del kefir fresco.  La línea punteada corresponde al diámetro del well donde se colocó el producto deshidratado (2,5 mm). Los valores graficados corresponden 
a por lo menos tres ensayos independientes.  
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1.4.3.4 Identificación de especies resistentes al secado spray 
Según indica la FAO, dado que las propiedades probióticas dependen del microorganismo, 
es necesario identificar las especies encontradas en los productos probióticos desarrollados, 
siendo la tipificación génica el método más adecuado (FAO/WHO 2006).  
 Con el objetivo de realizar un estudio con métodos independientes del cultivo, se intentó 
primeramente desarrollar un método de extracción de ADN total a partir de la muestra 
deshidratada. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que el 
material genético se perdía en alguno de los pasos o no tenía la calidad adecuada para los 
ensayos planeados. Por lo tanto, se decidió aislar las colonias obtenidas de los recuentos 
microbiológicos de los productos deshidratados, es decir, aquellos microorganismos viables 
luego del proceso de secado. Las colonias aisladas fueron luego clasificadas de acuerdo a la 
muestra de procedencia, morfología de colonia y a sus características microscópicas, como 
forma de la bacteria y coloración Gram. Todas las colonias aisladas tuvieron un diámetro 
inferior a 5 mm y fueron opacas. Las tinciones de Gram mostraron que todos los 
Tabla 10: Tipos morfológicos de las colonias aisladas durante los recuentos microbiológicos de los 
distintos productos deshidratados que fueron seleccionadas para la identificación por 
secuenciación de ADN 16S. Las muestras de origen corresponden a los distintos productos 
deshidratados resumidos en la Tabla Resumen de Muestras. 
Muestra Características 
Microscópicas 
Características Macroscópicas 
  
Muestra 
Origen 
Forma Colonia color Colonia Forma 
1 Bacilo Blanco/beige Ligeramente 
elevada/cremosa 
SM 
2 Bacilo Beige Ligeramente 
elevada/cremosa 
WP 
3 Coco Blanco Lisa/ borde uniforme SMM 
4 Bacilo Blanco/beige Lisa/Cremosa SMM 
5 Bacilo Blanco Ligeramente 
elevada/cremosa 
WPM 
6 Coco Blanco/beige Lisa/ borde uniforme WPM 
7 Coco Blanco/beige Lisa/ borde uniforme WP 
8 Bacilo Blanco/beige Lisa/Cremosa SM 
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microorganismos eran Gram (+). Luego se seleccionaron diferentes tipos morfológicos para 
la extracción de ADN según se detalla en la Tabla 10. 
Se extrajo ADN total de las muestras seleccionadas y fue enviado a secuenciar a MRDNA 
Labs. (Texas, EEUU). Las secuencias obtenidas fueron comparadas utilizando BLAST 
(basic local alignment search tool), un algoritmo que permite comparar secuencias de 
nucleótidos con una base de datos, en este caso se utilizó la base de datos de NCBI (National 
Center for Biotechnology Information). 
 
Como se observa en la Tabla 11, las colonias aisladas de los recuentos corresponden a dos 
géneros bacterianos: Lactobacillus y Enterococcus. En particular, aquellas colonias que 
correspondían al género Lactobacillus, arrojaron una gran homología con Lactobacillus 
Tabla 11: Resultados de la identificación por secuenciación del gen de ARN16S para los 
distintos tipos morfológicos aislados de los recuentos microbiológicos de los diferentes 
productos deshidratados. ID indica la especie de la base de datos con la que se reportó 
mayor semejanza entre el amplicón de la colonia aislada y la base de datos. El porcentaje 
de semejanza se muestra en la columna % ID.             
Colonia 
Nro. 
ID % ID Tamaño 
(bp) 
1 Lactobacillus plantarum 100,00 633 
2 Lactobacillus plantarum 99,87 771 
3 Enterococcus faecalis 99,87 785 
Enterococcus durans 99,87 
Enterococcus lactis 99,87 
4 Lactobacillus plantarum 94,70 755 
5 Lactobacillus plantarum 96,02 778 
6 Enterococcus faecalis 99,79 483 
Enterococcus durans 
Enterococcus lactis 
7 Enterococcus faecalis 98,23 735 
Enterococcus durans 
Enterococcus lactis 
8 Lactobacillus plantarum 100,00 677 
Lactobacillus spp. 
Enterococcus durans 
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plantarum cuando las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos de NCBI 
utilizando el algoritmo BLAST. Este resultado concuerda con otros reportes que aseguran 
que algunas cepas de lactobacilos tienen una mayor resistencia al calor (Gardiner y col. 2000; 
Reddy y col. 2009). Ambos autores, además, destacan que este fenómeno de resistencia 
térmica es estrictamente específico de las lactobacilos pertenecientes a las especies L. 
plantarum, L. salivarius y L. paracasei, caracterizadas por tener mayor termotolerancia 
durante el secado spray. 
 
1.4.4 Almacenamiento de los productos obtenidos a escala laboratorio 
Una vez obtenido el producto deshidratado, éste fue almacenado para evaluar su vida útil. 
Cuando este concepto es aplicado a un alimento, hace referencia al periodo de tiempo que 
transcurre desde el envasado hasta que dicho alimento pierde sus propiedades fisicoquímicas 
y/u organolépticas mínimas aceptables para el producto en cuestión. Para el caso de los 
productos elaborados en el presente trabajo de tesis, que contienen microorganismos 
probióticos, y como primera aproximación para la determinación de la vida útil, se evaluaron 
dos parámetros principales: la viabilidad microbiana y la actividad de agua (aW). 
1.4.4.1 Muestras obtenidas por secado directo 
Las muestras obtenidas por secado directo KUHTdir y KWPdir mostraron un 
comportamiento similar en cuanto a la supervivencia de bacterias lácticas (Figura 17). 
Ambas muestras tuvieron una disminución de aproximadamente 0,5 log UFC/g luego de 40 
días de almacenamiento. Pasado este tiempo, el descenso en la viabilidad fue más marcado 
para la muestra KUHTdir. Tras 90 días de almacenamiento, se observó que la disminución 
en la viabilidad de bacterias lácticas para la muestra KWPdir fue menor a 1,5 log UFC/g, 
mientras que para KUHTdir fue significativamente superior y cercana a 2 log UFC/g. Estos 
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resultados parecieran mostrar que una mayor cantidad de sólidos disueltos en la suspensión  
de la muestra a secar tiene una influencia positiva en cuanto a la viabilidad de bacterias 
lácticas durante el almacenamiento. 
 
Con respecto al comportamiento de las levaduras presentes en los productos deshidratados 
durante el almacenamiento observamos que para KWPdir la viabilidad de las levaduras 
disminuyó marcadamente y a los 40 días de almacenamiento ya no fueron detectables (datos 
no mostrados). Por su parte, en el producto deshidratado obtenido a partir de kefir 
directamente (KUHTdir) no se obtuvieron levaduras viables tras el proceso de secado spray, 
por lo tanto, no se pudieron realizar los estudios de almacenamiento para esta población.  
Por su parte la aW de las muestras no se vio modificada durante los 90 días de 
almacenamiento, manteniéndose por debajo de 0,3 y sin modificaciones significativas 
respecto de los valores de aW al comenzar el ensayo (Figura 18). 
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Figura 17: Supervivencia de bacterias lácticas viables en los productos elaborados 
mediante secado directo (ver Tabla Referencia de Muestras) durante el almacenamiento 
a 4°C. Las barras corresponden a la desviación estándar. Los valores graficados 
corresponden a 3 experimentos independientes. 
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1.4.4.2 Muestras obtenidas por secado utilizando carriers 
Las muestras obtenidas utilizando diferentes carriers mostraron dos comportamientos 
diferentes en cuanto a la viabilidad de las bacterias lácticas durante los 90 días de 
almacenamiento. Por un lado, las muestras obtenidas con carriers neutralizados sufrieron un 
descenso muy importante en los primeros 20 días de almacenamiento, dicho descenso fue 
cercano a 3 log UFC/g. Luego, la viabilidad de las bacterias lácticas en estas muestras se 
estabilizó hasta el final de la evaluación. En contraste, Romano y col. (2014) encontraron 
que la neutralización del carrier previo al proceso de secado mejoraba la estabilidad del 
producto durante el almacenamiento en lo que respecta a la viabilidad microbiana. 
Como se puede observar en la Figura 19, cuando los carriers no fueron neutralizados se 
obtuvieron productos más estables desde el punto de vista de la viabilidad de las bacterias 
lácticas. Durante los primeros 60 días de ensayo la viabilidad no se modificó 
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Figura 18: Medida de la actividad de agua de los productos obtenidos mediante secado directo 
(ver Tabla Referencia de Muestras) durante su almacenamiento a 4°C. Los resultados graficados 
corresponden al promedio de por lo menos tres ensayos independientes. Las barras corresponden 
a la desviación estándar. 
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significativamente, pero luego de transcurrido dicho tiempo, la viabilidad comenzó a 
descender de un modo más pronunciado. Todas las muestras no neutralizadas mostraron un 
descenso de aproximadamente 1,3 log UFC/g transcurridos 90 días de ensayo. Reddy y col. 
(2009) observaron una disminución de la viabilidad promedio del 40 % durante 60 días de 
almacenamiento a 4 °C para cepas probióticas secadas en spray utilizando leche descremada 
o maltodextrina  10 % p/v como carrier. En este sentido, la pérdida de viabilidad de las 
muestras obtenidas fue sustancialmente menor que lo mostrado por Reddy y col. (2009).  
El comportamiento durante el almacenamiento es un fenómeno multifactorial que depende 
no solamente del carrier utilizado para el secado o de las condiciones de almacenamiento, 
sino también de los microorganismos y las condiciones que éstos atraviesan durante todo el 
proceso. En este trabajo pudimos demostrar que la viabilidad durante el almacenamiento 
mejora cuando los microorganismos no son sometidos a cambios de pH antes del secado 
spray. Se podría suponer que la variación de pH representa un estrés adicional que deben 
sobrellevar los microorganismos, y que, si bien no tiene un efecto que se pueda observar 
inmediatamente finalizada la deshidratación, durante el posterior almacenamiento se 
manifiesta como una pérdida de la viabilidad de las bacterias lácticas. 
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Figura 19: Supervivencia de bacterias lácticas viables en los productos elaborados mediante 
secado con carriers (Ver Tabla Resumen de Muestras) durante el almacenamiento a 4°C. Para 
una mejor visualización, se muestran aquellos productos elaborados utilizando carriers que 
contienen leche descremada (A) y aquellos elaborados con carriers que no contienen leche 
descremada como componente (B). Las barras representan la desviación estándar. Los 
valores graficados corresponden a por lo menos 3 ensayos independientes. 
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Con respecto a las levaduras viables presentes en la muestra, el comportamiento fue similar 
al descripto para las bacterias lácticas independientemente del carrier usado o de su 
neutralización. Observamos que luego de 20 días de almacenamiento, aquellas muestras que 
poseían levaduras viables pierden alrededor de 3 log UFC/g, lo que representa una pérdida 
superior al 60 % de la cantidad inicial de levaduras (Figura 20). A los 40 días de 
almacenamiento las levaduras no son detectadas en ninguna muestra independientemente 
del carrier utilizado para la deshidratación. Este fenómeno se debe principalmente a la baja 
tolerancia al estrés térmico por parte de las levaduras, como ya fue mencionado 
anteriormente, el cual genera daños irreparables que se evidencian como pérdida de 
viabilidad durante el almacenamiento. Chandralekha y col. (2016) observaron una pérdida 
de viabilidad similar durante los primeros 15 días de almacenamiento para Saccharomyces 
cerevisiae deshidratada por liofilización. Sin embargo, lograron disminuir 
significativamente la pérdida de viabilidad al deshidratar mediante secado spray utilizando 
como carriers almidón de maíz. Esta mejora en la viabilidad se debe a la selección de 
parámetros de secado que favorecen la supervivencia de dicho microorganismo, 
disminuyendo así el estrés térmico que deben soportar las levaduras durante la 
deshidratación (Chandralekha y col., 2016).  
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Figura 20: Supervivencia de levaduras viables en los productos elaborados mediante secado 
con carriers (Ver Tabla Resumen Muestras) durante el almacenamiento a 4°C. Para una mejor 
visualización, se muestran aquellos productos elaborados utilizando carriers que contienen 
permeado de suero (A) y aquellos elaborados con carriers que no contienen permeado de suero 
como componente (B). Los productos SM y SMM no se muestran ya que no presentaron 
levaduras viables tras el secado spray. Después de los 40 días de ensayo no se encontraron 
levaduras viables en ninguna de las muestras. Los valores graficados corresponden a por lo 
menos 3 ensayos independientes. 
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En lo que concierne a la actividad de agua de los productos deshidratados utilizando carriers, 
observamos un comportamiento muy estable durante el almacenamiento a 4 °C. Si bien 
pueden encontrarse cambios en el valor de la aW durante el almacenamiento, éstos son 
insignificantes y refuerzan las afirmaciones en cuanto a la estabilidad del producto (Figura 
21). 
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Figura 21: Valor de la actividad de agua de los productos elaborados mediante secado con carriers 
(Ver Tabla Resumen Muestras) durante el almacenamiento a 4°C. Para una mejor visualización, 
se muestran aquellos productos elaborados utilizando carriers que contienen leche descremada (A) 
y aquellos elaborados con carriers que no contienen leche descremada como componente (B). Los 
valores graficados corresponden a por lo menos 3 ensayos independientes. 
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1.4.5 Secado spray a escala piloto 
 Los resultados obtenidos a escala laboratorio alentaron a realizar estudios de escalado en el 
marco de una posible aplicación industrial. 
Al escalar un proceso de secado spray, el objetivo debe ser mantener constantes los 
parámetros de proceso más importantes y ajustar los que tienen el menor impacto en el 
proceso. En un equipo secador spray, los parámetros clave del proceso en orden de 
importancia son la temperatura del aire de salida, el tamaño de las gotas y la concentración 
de vapor de agua a salida (Arpagaus y Schwartzbach, 2008).  
Si bien la temperatura del aire de salida es el parámetro más importante a mantener constante 
durante el proceso de escalado, debido al cambio de equipamiento utilizado, las condiciones 
de secado tuvieron que ser modificadas. Cuando la temperatura de salida era inferior a 75 
°C, el producto no se logró secar por completo y terminaba adherido a las paredes de la 
cámara de secado. Esto se debió a que el equipo usado no permitía modificar el caudal de 
alimentación de la muestra líquida (que al aumentarse hace que la temperatura de salida 
disminuya).  
Con respecto a los otros parámetros de relevancia, el tamaño de las gotas debió permanecer 
fijo ya que el equipo utilizado no permitía el cambio de tobera. La humedad en el polvo final 
está relacionada con la humedad en el aire que sale de la cámara de secado, es decir con la 
concentración de vapor de agua. Este parámetro, si bien puede calcularse de antemano 
utilizando la tasa de evaporación del agua y la tasa de flujo de aire total, fue determinado a 
través de mediciones de la actividad de agua de muestras obtenidas en diferentes 
condiciones, considerándose como aceptable un valor de aW inferior a 0,3. 
Así se establecieron dos condiciones de secado: 1) Temperatura de entrada de 200 °C, 
presión  de gas de 3 bar y temperatura de salida de 75 °C y 2) Temperatura de entrada de 
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210 °C, presión  de gas de 3 bar y temperatura de salida de 80 °C. Para ver como la 
temperatura de salida influía en las características del producto.  
Además de evaluar el escalado del proceso, se estudió el uso de otras sustancias como 
componentes de los carriers en combinación con leche descremada como glutamato 
monosódico, lactosa y sorbitol (Tabla 12). 
 
 
Es importante aclarar que el carrier SMS se probó solamente para la temperatura de salida 
de 80 °C debido a cuestiones de disponibilidad del equipo. 
1.4.5.1 Caracterización de los productos deshidratados 
Las características de los productos deshidratados elaborados a escala piloto con una 
temperatura de salida de 80 °C se detallan en la Tabla 13, mientras que los obtenidos con 
una temperatura de salida de 75 °C se resumen en la Tabla 14. 
Los rendimientos porcentuales para todas las muestras, tanto para la temperatura de salida 
de 80 °C como para la de 75 °C fueron superiores al 40 %. Los valores máximos de 
rendimiento se obtuvieron cuando el carrier usado fue SMG (aproximadamente 50 %). Estos 
valores suponen un aumento considerable comparado con los obtenidos a escala laboratorio. 
Tabla 12: Carriers utilizados para el secado spray de kefir a escala piloto. La nomenclatura utilizada 
para el carrier se conserva como nombre del producto obtenido. 
MTR Descripción 
SM Leche descremada 20% p/v, pH=5.80 
SMM Leche descremada 20% p/v + Maltodextrina 20% p/v, partes iguales, pH=5.83 
SML Leche descremada 20% p/v + Lactosa 20% p/v, partes iguales, pH=5.75 
SMG Leche descremada 20% p/v + Glutamato monosódico 20% p/v, partes iguales, 
pH=5,73 
SMS Leche descremada 20% p/v + Sorbitol 20% p/v, partes iguales, pH=5,81 
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El uso de un equipo de secado spray de dimensiones mayores permitió una menor adhesión 
de las partículas deshidratadas a las paredes de la cámara de secado y del ciclón, resultando 
en una mayor recuperación de la muestra. Además, al estar construido en acero inoxidable, 
el equipo puede ser golpeado suavemente por fuera para desprender el producto deshidratado 
de las paredes del equipo. 
El uso de este equipo a escala piloto también explica el aumento del tamaño de partícula 
obtenido. Los tamaños de partícula promedio para las muestras obtenidas a escala piloto 
fueron en promedio de 27 μm. Este parámetro no se vio afectado por la modificación de la 
temperatura de salida o el tipo de carrier usado, y se relacionó fuertemente con las 
características del equipo utilizado, cuya tobera de dos fluidos genera partículas entre 20 y 
70 μm. 
Como ya se mencionó, la actividad de agua de la muestra y el contenido de agua presente en 
la misma se relacionan con la vida útil del producto deshidratado. Todos los productos 
obtenidos con el secador spray escala piloto mostraron valores de aW menores o iguales a 
0,3 y de humedad porcentual inferiores al 6 %. Estos valores se asemejaron a los obtenidos 
en el presente trabajo a escala laboratorio con un carrier sin neutralizar, y que, además, 
resultaron en un producto que demostró una baja pérdida de viabilidad de bacterias lácticas 
durante 60 días de almacenamiento a 4 °C. 
El recuento de bacterias lácticas viables en los productos obtenidos a una temperatura de 
salida de 80 °C fue siempre superior a 9 log UFC/g, y no se observaron diferencias en este 
parámetro al disminuir la temperatura de salida en 5 °C o al modificar el tipo de carrier 
usado. Otros autores, como Slavutsky y col. (2016), tampoco reportaron diferencias en 
cuanto a la viabilidad microbiológica al disminuir en 5 °C la temperatura de salida en 
ensayos realizados a escala piloto. 
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Tabla 13: Características de los productos deshidratados obtenidos por secado spray a escala piloto y con una temperatura de salida de 80 °C utilizando los 
diferentes carriers. Ver Tabla Referencia de Muestras. Los valores resumidos en la tabla muestran los resultados de por lo menos tres experimentos 
independientes.  
 
Producto Rendimiento (%) aW Humedad (%) Bacterias Lácticas 
(log UFC/g) 
Levaduras (log 
UFC/g) 
Tamaño partícula 
promedio (μM) 
Media DS Media DS Media DS Media SD Media SD Media DS 
SM 45,94 3,8 0,29267 0,01 5,75 0,21 9,2 0,3 0 0 27,54 4,3 
SMM 42,43 4,1 0,26581 0,01 5,64 0,31 9,3 0,3 1,1 0,6 28,60 4,6 
SML 43,24 2,9 0,27314 0,02 5,42 0,27 9,4 0,2 2,2 0,8 26,31 4,2 
SMG 49,46 3,8 0,27912 0,02 5,79 0,31 9,1 0,2 4,6 0,7 27,93 3,9 
SMS 40,27 4,0 0,30102 0,02 6,93 0,32 9,1 0,3 4,3 0,6 29,87 5 
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Tabla 14: Características de los productos deshidratados obtenidos por secado spray a escala piloto y con una temperatura de salida de 75 °C utilizando los 
diferentes carriers. Ver Tabla Referencia de Muestras. Los valores resumidos en la tabla muestran los resultados de por lo menos tres experimentos diferentes.  
 
Producto Rendimiento (%) aW Humedad (%) Bacterias Lácticas 
(log UFC/g) 
Levaduras (log 
UFC/g) 
Tamaño partícula 
promedio (μM) 
Media DS Media DS Media DS Media SD Media SD Media DS 
SM 46,47 3,6 0,29851 0,01 5,81 0,17 9,2 0,3 0 0 26,97 4,2 
SMM 42,70 3,1 0,27486 0,02 5,80 0,2 9,3 0,3 2,2 0,7 28,80 4,4 
SML 42,16 2,5 0,27395 0,01 5,58 0,24 9,3 0,2 4,1 0,9 26,12 4,3 
SMG 50,16 4,3 0,28013 0,02 6,00 0,12 9,1 0,2 4,3 0,7 28,09 4,2 
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Los resultados obtenidos en cuanto a las características de los productos deshidratados 
demostraron que el escalado del proceso es posible, con un aumento en el rendimiento y sin 
cambios en la viabilidad de los microorganismos evaluados. Este resultado es relevante ya 
que el escalado de los procesos representa uno de los principales desafíos a la hora de pensar 
una producción industrial de este tipo de alimentos (Huang, 2017). 
Del mismo modo que cuando se utilizó el secador a escala laboratorio, no se lograron obtener 
levaduras viables en los productos SM a ninguna de las dos temperaturas analizadas. Para 
los productos obtenidos con los otros carriers fue posible detectar levaduras viables, pero en 
cantidades muy bajas con respecto a la leche fermentada obtenida de modo tradicional. 
Luna-Solano y col. (2005) lograron optimizar las variables para obtener valores de viabilidad 
de levaduras superiores a 6 log UFC/g en un producto deshidratado por secado spray en un 
equipo escala piloto similar al usado en el presente trabajo. Sin embargo, realizar 
comparaciones resulta bastante complejo debido a la diferencia en los materiales de partida 
y las condiciones de operación del equipo.  
1.4.5.2 Análisis multivariante de componentes principales 
Para visualizar mejor los datos obtenidos de la caracterización de los distintos productos 
elaborados a escala piloto, se procedió nuevamente a un análisis multivariante de 
componentes principales. 
Para el análisis multivariante de los productos obtenidos a escala piloto, se procedió de la 
misma manera que para las muestras obtenidas a escala laboratorio. En este caso particular, 
se analizaron en conjunto los productos obtenidos a las dos temperaturas de salida 
seleccionadas (75 y 80 °C) con el fin de establecer si existe una influencia de la temperatura 
en los parámetros evaluados. Para poder visualizar esto de un modo amigable en los biplot, 
se modificó ligeramente la nomenclatura de los productos: SM obtenido a T salida = 80 °C 
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pasó a ser SM80, mientras que el SM obtenido a T salida = 75 °C pasó a ser SM75 y así 
sucesivamente con todos los productos. 
Para este nuevo análisis, y como se puede ver en los rótulos de los ejes de los biplot,  los 
primeros 3 componentes principales permiten explicar la mayor parte (90 %) de la variación. 
La matriz de correlación de probabilidades entre las variables y las correlaciones entre las 
variables evaluadas y los distintos componentes principales se muestran en las Tablas 15 y 
16 respectivamente. En este caso, CP1 se relacionó fuertemente con aW, humedad 
porcentual y tamaño de partícula, y negativamente con el número de bacterias viables; CP2 
se relacionó fuertemente con el rendimiento y negativamente con el tamaño de partícula y el 
número de bacterias lácticas viables; y CP3, por su parte, se relacionó fuertemente con el 
número de levaduras viables y negativamente con la aW. 
 
 
 
 
Tabla15: Matriz de correlación entre las distintas variables evaluadas para los productos 
deshidratados utilizando carriers a escala piloto. 
 
Bacterias 
lácticas 
(log UFC/g) 
aW Humedad 
(%) 
Levaduras 
(log 
UFC/g) 
Tamaño 
Partícula 
(um) 
Rendimiento 
(%) 
Bacterias 
lácticas  
(log UFC/g) 
      
aW 0,0743 
     
Humedad (%) 0,0446 0,0518 
    
Levaduras (log 
UFC/g) 
0,3279 0,6922 0,3078 
   
Tamaño 
Partícula (μm) 
0,2124 0,5374 0,0176 0,5958 
  
Rendimiento 
(%) 
0,1414 0,887 0,5834 0,8372 0,6345 
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Primeramente se observó si existía alguna relación entre la variación de los productos que 
se elaboraron con el mismo carrier a las diferentes temperaturas ensayadas. Si observamos 
los diferentes biplot (Figuras 22, 23 y 24), podemos ver que estas muestras se encontraron 
siempre agrupadas, es decir, SM80 (carrier SM obtenida a T salida = 80 °C) aparece en todos 
los gráficos cercana a SM75 (carrier SM obtenida a T salida = 75 °C), fenómeno que se 
repitió con todas las muestras (excepto para SMS que solo se obtuvo a T salida = 80 °C). 
Esta observación nos permitió concluir que no existe una gran variación entre las muestras 
obtenidas con temperatura de salida de 80 °C o de 75 °C cuando la composición del carrier 
es la misma, indicando que este cambio en la temperatura de salida es menos influyente que 
la composición de los carriers para los parámetros evaluados en los productos. 
A diferencia de lo observado para las muestras obtenidas a escala laboratorio, si observamos 
los biplot CP1 vs CP2 y CP1 vs CP3 (Figuras 22 y 23), podemos notar que la variable 
bacterias lácticas viables no tuvo correlación con el rendimiento porcentual. Este fenómeno 
puede deberse a una menor termoprotección por parte de aquellas sustancias carriers que 
resultaron en mayor rendimiento del proceso. Por su parte, en dichos biplot, la aW, la 
humedad porcentual y el tamaño de partícula mostraron una relación positiva, al igual que 
Tabla 16: Correlación de las variables evaluadas con los componentes principales generados 
por el análisis de los datos para los productos deshidratados utilizando carriers a escala piloto. 
Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 
Bacterias lácticas (log UFC/g) -0,87 -0,46 0,01 -0,03 0,15 0,02 
aW 0,7 0,06 -0,64 -0,31 0,08 -0,04 
Humedad (%) 0,94 -0,31 0,01 -0,1 0,01 0,08 
Levaduras (log UFC/g) 0,4 0,09 0,85 -0,32 0,05 -0,03 
Tamaño Partícula (μm) 0,73 -0,41 0,14 0,53 0,05 -0,03 
Rendimiento (%) 0,11 0,96 0,02 0,23 0,09 0,03 
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lo observado a escala laboratorio, lo que indica que el cambio de escala del proceso no 
modifica la relación entre estas variables. 
Refinando el análisis para los diferentes carriers empleados, en el caso de SM podemos ver 
en los biplot CP1 vs CP2 y CP1 vs CP3 (Figuras 22 y 23, respectivamente) que la muestra 
obtenida con T salida = 80 °C se posicionó hacia valores más negativos de CP1 con respecto 
a la obtenida a 75 °C. Esto se debió a que la cantidad de bacterias lácticas (que correlaciona 
con valores negativos de CP1) fue mayor para el producto obtenido a 80 °C. Si se observa 
el biplot CP2 vs CP3 (Figura 24), vemos que ambas se encuentran en la mitad inferior del 
gráfico, que corresponde a valores negativos de CP3, debido a que ninguna de las muestras 
contenía levaduras viables, que es la variable que mayor correlación tuvo con este 
componente principal; mientras que la diferencia en la proyección sobre el eje CP2 se debió 
a para el producto obtenido a 75 °C el rendimiento fue mayor. 
Para las muestras SMM, ambas se proyectaron sobre valores negativos de CP1 (Figura 22), 
debido a que su cantidad de bacterias lácticas fue superior a la media de las muestras, sin 
embargo, el producto obtenido a 80 °C se proyectó hacia valores más negativos debido a 
menor contenido de humedad (que es la variable que mostró mayor correlación con este 
componente principal). Más aún, si se observa el biplot CP2 vs CP3 (Figura 24), estas 
muestras se proyectaron en puntos muy cercanos en el plano, lo que indica que la variabilidad 
entre ellas se debió principalmente al contenido porcentual de humedad, la variable con más 
peso sobre CP1.  
Las muestras SML se proyectaron también a valores negativos de CP1, lo que se 
correspondió con el hecho de que la cantidad de bacterias lácticas viables en la muestra fue 
superior a la media; mientras que su proyección sobre CP2 fue similar (Figura 22), debido a 
que los valores observados para las variables que se correlacionan con este componente 
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fueron muy similares para ambas muestras. Con respecto a CP3 (Figura 23), existió una 
pequeña diferencia a favor de la muestra obtenida a 75 °C, que se proyectó hacia valores 
más positivos de este componente debido a la diferencia en la cantidad de levaduras viables 
tras la deshidratación. 
 
 
 
Figura 22: Biplot del análisis de componentes principales: CP1 vs. CP2.  En los rótulos de los 
ejes se observa el porcentaje de la variación explicado por cada componente principal. Ver Tabla 
Referencia de Muestras. 
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Figura 23: Biplot del análisis de componentes principales: CP1 vs. CP3.  En los rótulos de los 
ejes se observa el porcentaje de la variación explicado por cada componente principal. Ver Tabla 
Referencia de Muestras. 
 
 
Figura 24: Biplot del análisis de componentes principales: CP2 vs. CP3.  En los rótulos de los 
ejes se observa el porcentaje de la variación explicado por cada componente principal. Ver Tabla 
Referencia de Muestras. 
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Ambas muestras SMG, por su parte, resultaron en un mayor rendimiento porcentual del 
proceso. Esto quedó claramente demostrado con su proyección hacia valores más positivos 
de CP2 que el resto de los productos. Además, el uso de leche descremada y glutamato 
monosódico como carrier resultó en un menor número de bacterias viables en el producto 
deshidratado, indicando que la protección térmica para las bacterias fue inferior que al 
utilizar otros carriers como por ejemplo SM, y explicando en parte la pérdida de la relación 
entre las variables rendimiento y viabilidad de bacterias lácticas observada a escala piloto. 
La diferencia en la proyección sobre CP1 entre ambas muestras SMG puede correlacionarse 
con diferencias en el contenido de humedad, lo que hizo que el producto obtenido a T salida 
= 75 °C, que posee un valor más elevado de este parámetro, se proyecte hacia valores más 
positivos de CP1 (Figura 22). 
Finalmente, la muestra SMS80, mostró menor rendimiento y mayor humedad porcentual que 
la media de muestras (valores negativos de CP2 y positivos de CP1, respectivamente).Estas 
observaciones están íntimamente relacionadas ya que un producto más húmedo tiende a 
quedarse adherido a las paredes internas del equipo resultando en un menor rendimiento del 
proceso. Mientras que para CP3 no se observó una proyección muy alejada de la media 
debido a que el número de levaduras presente fue similar a la media de todas las muestras. 
De esta manera, vemos que para el secado a escala piloto  la disminución de la temperatura 
de salida del proceso en 5 °C tiene una influencia menor que la composición del carrier. Por 
otra parte, se observó una pérdida de la relación entre las variables rendimiento porcentual 
y viabilidad de bacterias lácticas respecto a lo observado a escala laboratorio, probablemente 
por el hecho de que los carriers que resultaron en mayor rendimiento ofrecieron una menor 
protección térmica a las bacterias.  
Si bien las diferencias entre los productos obtenidos con los diferentes carriers son, a grandes 
rasgos, mínimas (excepto quizás por el contenido de humedad, que para SMS es 
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sustancialmente elevada), se puede decir que el uso de leche descremada junto con lactosa o 
maltodextrina en el carrier maximizó la viabilidad de bacterias lácticas y generó una menor 
aW en el producto final, lo que indica que estos 2 carriers serían los mejores para obtener un 
producto con las características óptimas respecto a los parámetros evaluados en este análisis.  
 
1.4.5.3 Actividad acidificante y actividad inhibitoria de Salmonella. 
Al igual que para escala laboratorio, los productos deshidratados obtenidos a escala piloto 
se utilizaron para inocular leche y comprobar su actividad acidificante.  
Como se puede observar en la Figura 25, todos los productos son capaces de acidificar la 
leche alcanzando un pH menor a 5 tras 24hs de incubación a temperatura ambiente. Este 
comportamiento es muy parecido al observado con los productos obtenidos a escala 
laboratorio, lo que refuerza aún más la robustez del método y la factibilidad del escalado. 
En las Figuras 26 y 27 se pueden observar los diámetros de los halos de inhibición de los 
diferentes productos frente a 3 cepas de Salmonella. La presencia de microorganismos del 
kefir en el producto deshidratado incrementó el diámetro de inhibición para todas las 
muestras y frente a cualquiera de las 3 serovariedades de Salmonella evaluadas. Además, el 
cambio en la temperatura de salida del producto de 80 a 75 °C no se tradujo en una diferencia 
en la intensidad de inhibición. Al igual que para las muestras obtenidas a escala laboratorio, 
esta capacidad inhibitoria se atribuyó a la capacidad acidificante mostrada por los todos los 
productos elaborados.  
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Para verificar si existía un efecto antagónico frente a Salmonella por parte de los 
componentes del carrier, se elaboraron productos utilizando las mismas condiciones de 
secado pero sin dichos microorganismos. Esto nos permitió observar que algunas de las 
muestras sin microorganismos generan un halo de inhibición frente a este patógeno. Esto es 
notorio para el caso de SMG y SMS (independientemente de la temperatura a la que se 
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Figura 25: Disminución de pH en función del tiempo para leche UHT inoculada 10% (p/v) 
con los diferentes productos obtenidos por secado spray a escala piloto (ver Tabla 
Referencia de Muestras), con temperatura de salida de 80°C (A) y de 75°C (B). Como 
control (CTRL) se utilizó leche UHT sin inocular.  
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obtuvo el producto). Para estos productos existe entonces una inhibición del crecimiento del 
patógeno que no se relaciona con la producción de ácidos orgánicos. Varios autores (Abbas 
y col., 2012; Bhuvaneswari y col., 2015) han reportado la capacidad tanto del sorbitol como 
del glutamato de inhibir el crecimiento de diferentes patógenos bacterianos, entre ellos 
Salmonella. En este sentido, los productos SMG y SMS incrementaron su  capacidad 
inhibitoria del crecimiento de Salmonella cuando contenían los microorganismos del kefir 
capaces de producir ácidos orgánicos.  
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Figura 26: Diámetro de los halos de inhibición de los diferentes productos obtenidos con temperatura de salida de 80°C (Ver Tabla Resumen Muestras) versus tres cepas 
diferentes de Salmonella enterica serovar Enteritidis: SE105(A), SE106(B) y SE115(C); comparados con el kefir elaborado tradicionalmente (kefir fresco). En todos los 
casos, las muestras sin microorganismos hacen referencia al carrier sin los microorganismos del kefir, o a leche UHT para el caso del kefir fresco. La línea punteada 
corresponde al diámetro del well donde se colocó el producto deshidratado. Los valores graficados corresponden a por lo menos tres ensayos independientes.  
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Figura 27: Diámetro de los halos de inhibición de los diferentes productos obtenidos con temperatura de salida de 75°C (Ver Tabla Resumen Muestras) versus tres cepas 
diferentes de Salmonella enterica serovar Enteritidis: SE105(A), SE106(B) y SE115(C); comparados con el kefir elaborado tradicionalmente (kefir fresco). En todos los 
casos, las muestras sin microorganismos hacen referencia al carrier sin los microorganismos del kefir, o a leche UHT para el caso del kefir fresco. La línea punteada 
corresponde al diámetro del well donde se colocó el producto deshidratado. Los valores graficados corresponden a por lo menos tres ensayos independientes.  
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1.4.5.4 Evaluación de los ácidos orgánicos en los productos deshidratados  
Los ácidos orgánicos producidos por el metabolismo de las bacterias lácticas son 
considerados como factores antimicrobianos.  Estudios realizados con kefir mostraron que 
la presencia de los ácidos láctico y acético en dicho producto le confieren propiedades 
inhibitorias contra patógenos intestinales (Garrote y col. 2000). 
Los ácidos orgánicos, en particular el ácido acético y el ácido láctico, poseen un fuerte efecto 
inhibitorio contra bacterias Gram-negativas, sin embargo sólo unos pocos autores sugieren 
que la producción de ácidos orgánicos es el único factor responsable de la actividad 
antagonista (Fooks y Gibson, 2002, 2003). En otros reportes se ha sugerido la existencia de 
otras sustancias inhibitorias que pueden también contribuir a dicha actividad (Servin, 2004). 
Si bien en el presente trabajo se demostró que los productos deshidratados contenían 
microorganismos viables y con capacidad acidificante, es relevante conocer la cantidad de 
ácidos orgánicos presentes en los productos deshidratados a escala piloto. Esta información 
permitiría corroborar que la capacidad inhibitoria frente al crecimiento de Salmonella se 
debe mayoritariamente a la producción de ácidos orgánicos por parte de las bacterias lácticas 
presentes en la muestra durante el ensayo y no al arrastre de ácidos del producto original. 
Los microrganismos del kefir son capaces de producir diversos ácidos orgánicos, como ácido 
láctico, acético, butírico, propiónico y cítrico (Garrote y col., 2000; Güzel-Seydim y col., 
2000; Leite y col., 2013). Para esta evaluación, sin embargo, se seleccionaron acético y 
láctico como objetivo del análisis. La elección del ácido láctico, además de ser uno de los 
ácidos presentes en mayor concentración en el kefir,  se basó en sus ampliamente reportadas 
propiedades inhibitorias del crecimiento de  Salmonella (Adams y col., 1988; Burin y col., 
2014; De Keersmaecker y col., 2006; Mani-López y col, 2012; Mikołajczyk y col., 2002; 
Rubin y col., 1982); mientras que el ácido acético, pese a encontrarse en una menor 
concentración en el kefir, también posee comprobadas propiedades antagónicas frente a este 
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patógeno (Adams y col., 1988; Al-Rousan  y col., 2018; Burin y col., 2014; El Baaboua y 
col., 2018). 
Como se puede observar en la Tabla 17, los productos deshidratados contienen cantidades 
de ácido acético y láctico significativamente inferiores al kefir elaborado tradicionalmente. 
Tanto los pasos de centrifugación y resuspensión como el proceso mismo de deshidratación 
contribuirían a esto. Un aumento en la temperatura de salida de la muestra se correlaciona 
con una menor cantidad de ambos ácidos en el producto final. Este resultado nos permite 
corroborar que el arrastre de ácidos durante el proceso es despreciable a la hora de evaluar 
la capacidad inhibitoria frente a Salmonella y establecer así, que esta inhibición observada 
se debe principalmente a la actividad acidificante durante el ensayo de los microorganismos 
presentes en la muestra. 
Es destacable que pese a que las cantidades absolutas disminuyen, la relación ácido láctico/ 
ácido acético se encuentra conservada independientemente del carrier empleado para la 
deshidratación. Las diferencias existentes entre los diferentes carriers utilizados no es lo 
suficientemente importante como para profundizar en un estudio de la relación entre los 
ácidos orgánicos presentes y el carrier empleado.  
Tabla 17: Cuantificación de ácidos láctico y acético presentes en una dilución 1/10 en agua milliQ 
de los distintos productos deshidratados (ver Tabla Referencia de Muestras) y en el kefir 
elaborado tradicionalmente (Kefir fresco). 
Producto Temperatura Salida 
(°C) 
Ácido láctico (g/L) Ácido acético (g/L) 
Kefir fresco - 12,3789 0,5434 
SM 75 1,3719 0,0552 
80 0,9514 0,0597 
SMM 75 1,8927 0,0461 
80 1,1867 0,0461 
SML 75 1,8465 0,0416 
80 1,0903 0,0416 
SMG 75 1,6960 0,0461 
80 1,4221 0,0371 
SMS 80 0,9707 0,0325 
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Los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad de ácidos orgánicos en las muestras 
reafirman la hipótesis de que la presencia de microorganismos viables en el producto con 
capacidad acidificante es un requisito indispensable para asegurar la propiedad inhibitoria 
del crecimiento de Salmonella. 
1.4.6 Almacenamiento de los productos obtenidos a escala piloto 
La viabilidad de los probióticos en un producto deshidratado como los obtenidos en el 
presente trabajo está inversamente relacionada con la temperatura de almacenamiento. Esto 
se ha demostrado ampliamente en productos que contienen probióticos obtenidos mediante 
secado spray (Barbosa y col., 2015; Corcoran y col., 2004; Silva y col., 2002; Wang y col., 
2004). Si bien una temperatura de almacenamiento baja se traduce en un aumento de la vida 
útil, el almacenamiento de un producto refrigerado se considera como un alto costo para la 
industria. De esta manera, para los productos obtenidos a escala piloto se decidió evaluar el 
almacenamiento a dos temperaturas: 4 y 20 °C. Tal como se realizó para las muestras 
obtenidas a escala laboratorio, la evaluación durante el almacenamiento se centró en dos 
parámetros: viabilidad microbiana y actividad de agua. 
Para el almacenamiento a 4 °C, la viabilidad de bacterias lácticas disminuyó paulatinamente 
(hasta 0,5 unidades logarítmicas) hasta aproximadamente los 60 días de almacenamiento, en 
donde se produjo un descenso abrupto de entre 1 y 1,5 unidades logarítmicas respecto al 
valor inicial (Figura 28). Al final de los 90 días de almacenamiento la pérdida de viabilidad 
de bacterias lácticas promedio fue menor a 2 log UFC/g respecto al valor inicial. Si bien este 
fue el comportamiento general de los productos deshidratados, podemos también resaltar 
que la presencia de sorbitol o glutamato en el carrier mejoró levemente la viabilidad 
microbiana ya que luego de los 60 días se observó un descenso menos abrupto. Con respecto 
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a esta observación, podemos citar a Carvalho y col. (2002), quienes realizaron experimentos 
de liofilización usando glutamato y sorbitol y, si bien no demostraron diferencias 
significativas durante su trabajo, se encontró que estos compuestos mejoraban la estabilidad 
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Figura 28: Supervivencia de bacterias lácticas viables en los productos deshidratados 
elaborados a escala piloto (Ver Tabla Resumen de Muestras) durante el almacenamiento a 
4°C. Para una mejor visualización, se muestran aquellos productos elaborados utilizando 
temperatura de salida de 80°C (A) y aquellos elaborados con temperatura de salida de 75°C 
(B). Los valores graficados corresponden a por lo menos dos ensayos independientes y las 
barras de error indican la desviación estándar entre las mediciones.  
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de la mayoría de las cepas de bacterias lácticas evaluadas durante el almacenamiento a largo 
a plazo. 
En cambio, cuando el almacenamiento se realizó a 20 °C, el comportamiento observado fue 
muy diferente (Figura 29). Durante los primeros 20 días los productos se mantuvieron 
relativamente estables con pérdida inferiores a 0,5 unidades logarítmicas respecto al número 
de microorganismos iniciales. Sin embargo, luego de este período de almacenamiento 
observamos una caída abrupta en la viabilidad microbiana para todas las muestras. Este 
descenso fue más leve para las muestras que contenían sorbitol o glutamato como 
componente del carrier, observándose un efecto atenuador en la perdida de viabilidad tal 
como se observó para el almacenamiento en frío. Sin embargo al final del almacenamiento 
todas las muestras (independientemente del carrier usado) mostraron un descenso de mayor 
a 3,5 log UFC/g respecto al número de microorganismos inicial. 
La viabilidad de levaduras durante el almacenamiento mostro un comportamiento similar a 
las muestras obtenidas a escala piloto, y tras 30 días de ensayo no fue posible encontrar 
levaduras viables en las muestras almacenadas a 4 °C. Esta pérdida de viabilidad fue más 
marcada para los productos almacenados a 20 °C, en los cuales no se encontraron levaduras 
viables tras 15 días de ensayo (datos no mostrados). 
De estos resultados se desprenden dos conclusiones de importancia. Primero, que la 
producción de kefir deshidratado a escala piloto es factible y que el comportamiento de los 
productos durante su almacenamiento a 4 °C es estable durante casi dos meses. Segundo, 
que el almacenamiento a 20 °C es lo suficientemente estable durante 20 días, pero luego las 
bacterias lácticas del producto pierden viabilidad muy rápidamente, con lo cual deberían 
buscarse estrategias para aumentar su vida útil en condiciones de almacenamiento que no 
resulten costosas para la industria. Una estrategia evaluada fue la adición de glutamato o 
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sorbitol al carrier pero el efecto producido por estos no es suficiente como para mantener 
una elevada viabilidad de bacterias lácticas más allá de los 20 días. 
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Figura 29: Disminución de bacterias lácticas viables en los productos deshidratados 
elaborados a escala piloto (Ver Tabla Resumen de Muestras) durante el almacenamiento a 
20°C. Para una mejor visualización, se muestran aquellos productos elaborados utilizando 
temperatura de salida de 80°C (A) y aquellos elaborados con temperatura de salida de 75°C 
(B). Los resultados graficados corresponden a por lo menos dos ensayos independientes y 
las barras de error indican la desviación estándar entre las mediciones.  
. 
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La actividad de agua de las muestras no sufrió modificaciones de importancia durante el 
almacenamiento para ninguna de las muestras, manteniéndose en valores similares a los 
iniciales (entre 0,25 y 0,3). Este comportamiento estable fue observado tanto para el 
almacenamiento a 4 °C (figura 30) como para el almacenamiento a 20 °C (figura 31), 
independientemente de la temperatura de salida con la que se obtuvo el producto.  Este rango 
de valores asegura un producto que mantiene sus características ya que la región que 
comprende valores de aW entre 0,2 y 0,3 representa la región de contenido de humedad 
óptimo en la que los productos deshidratados tienen la máxima vida útil., como se comentó 
en la introducción 
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Figura 30: Actividad de agua de los productos elaborados a escala piloto (Ver Tabla 
Resumen de Muestras) durante el almacenamiento a 4°C. En la figura A se muestran 
aquellos productos obtenidos con una temperatura de salida de 80°C, mientras que en la 
figura B se muestran aquellos obtenidos con temperatura de salida de 75°C. Los resultados 
graficados corresponden a por lo menos dos ensayos independientes. 
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Figura 31: Actividad de agua de los productos elaborados a escala piloto (Ver Tabla 
Resumen de Muestras) durante el almacenamiento a 20°C. En la figura A se muestran 
aquellos productos obtenidos con una temperatura de salida de 80°C, mientras que en la 
figura B se muestran aquellos obtenidos con temperatura de salida de 75°C. Los resultados 
graficados corresponden a por lo menos dos ensayos independientes. 
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La mayor parte de la literatura disponible referente al secado spray se basa en ensayos y 
determinaciones realizadas a escala laboratorio. A escala piloto o industrial, existen muy 
pocos trabajos al respecto (Huang y col., 2017; Schuck y col., 2013), y al incrementar la 
escala comienzan a tener relevancia otros parámetros, como la mezcla y la homogeneidad 
de la alimentación, el bombeo y la atomización, que dificultan o hacen imposible la 
reproducción de resultados al pasar de escala laboratorio a escala piloto. Si bien es necesario 
profundizar en la optimización del proceso, en el presente trabajo se logró realizar el 
escalado con éxito, obteniendo un producto con características casi idénticas al obtenido a 
escala laboratorio y con un comportamiento similar durante el posterior almacenamiento. 
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1.5 CONCLUSIÓN 
En esta primera parte del trabajo de tesis fue posible establecer condiciones para deshidratar 
un producto elaborado a partir de kefir mediante secado spray. Este proceso pudo ser 
optimizado mediante el uso de diferentes carriers y escalado a planta piloto con éxito. El 
análisis multivariante permitió encontrar las relaciones entre las diferentes variables en 
estudio y las propiedades de los productos obtenidos. Estos productos obtenidos conservaron 
propiedades probióticas observadas en el kefir elaborado tradicionalmente las cuales fueron 
atribuidas a las bacterias lácticas viables presentes en ellos. Estas bacterias lácticas 
resistieron el pasaje por el tracto gastrointestinal y se pudo establecer que pertenecen 
principalmente a dos géneros asociados a microorganismos con potencialidad probiótica. 
Los estudios de almacenamiento mostraron que una correcta selección del carrier y de 
condiciones de almacenamiento permiten mantener la viabilidad bacteriana y la aW 
inalteradas hasta por lo menos 50 días a 4 °C. 
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2.1 INTRODUCCIÓN 
2.1.1 Giardia 
Giardia intestinalis (sinónimos: Giardia lamblia o Giardia duodenalis) es un 
microorganismo eucariota unicelular flagelado, parásito de varios mamíferos, incluyendo el 
ser humano. Este parásito es considerado un patógeno zoonótico y la causa principal de 
diarrea causada por protozoarios a nivel mundial  
2.1.1.1 Ciclo de vida 
Todas las especies de este parásito poseen dos estados principales en su ciclo de vida: quiste 
y trofozoito. La infección comienza cuando un huésped ingiere quistes de Giardia, ya sea 
por  beber agua o ingerir alimentos contaminados o por contacto directo fecal-oral (Figura 
32, A y B). Los quistes son relativamente inertes, permitiendo una supervivencia prolongada 
incluso en condiciones ambientales adversas. Luego de la exposición al entorno ácido del 
estómago, estos desenquistan dando origen a trofozoitos en la porción proximal del intestino 
delgado (Figura. 32, C). El trofozoito (trofozoitos) es la forma vegetativa del parásito y se 
reproduce en el intestino delgado, colonizándolo y causando diarrea y malabsorción de 
nutrientes. Los trofozoitos se adhieren a los enterocitos a través de su disco ventral y se 
multiplican en el intestino (Figura 32, D y E). Al acercarse a porciones más distales del 
intestino, los trofozoitos encuentran un medio ambiente bajo en colesterol, alto en bilis y 
ligeramente alcalino que induce la aparición de una etapa de enquistamiento temprana, en la 
que los trofozoitos se redondean y las proteínas de enquistamiento específicas son 
transportadas por las vesículas a la superficie celular para formar el pared del quiste (Figura 
32, F). El disco adhesivo se desmonta y la célula experimenta la replicación del ADN para 
dar una célula que contiene dos núcleos (4N cada uno). Durante la etapa de enquistación 
tardía, los núcleos se dividen, dando cuatro núcleos (2N cada uno), y el ADN se duplica 
nuevamente para generar un quiste maduro con cuatro núcleos y una ploidía total de 16N 
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(Ankarklev y col. 2010) (Figura 32, G). Los quistes se liberan en las heces, lo que permite 
completar el ciclo de transmisión infectando un nuevo hospedador (Figura 32, H).  
Como se explicó anteriormente, la infección en humanos se produce por la ingesta de quistes 
(aún en muy bajas dosis), ya sea directamente desde heces o indirectamente a través de aguas 
o alimentos.  Se estima que en África, Asia y América Latina alrededor de 200 millones de 
personas sufren giardiasis sintomática, con 500000 nuevos casos cada año. En 2004, la 
giardiasis fue incluida dentro de la Neglected Disease intiative por la OMS. (Savioli y col. 
2006) 
La patogenia de Giardia no se comprende claramente y los síntomas que incluyen diarrea 
persistente, dolor abdominal y pérdida de peso rápida son muy variables (Thompson y col., 
1993) y pueden no ser evidentes en una proporción significativa de individuos infectados 
(Rodriguez-Hernandez y col., 1996). Los factores de riesgo que predisponen a una infección 
con el parásito no se encuentran totalmente dilucidados, pero se cree que implican tanto 
Figura 26: Esquema del ciclo de vida de Giardia. Adaptado de López-Romero y col., 2015. 
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factores ambientales y del hospedador, como el clon infectante. Aunque las especies de 
Giardia habitan en el tracto intestinal de prácticamente todas las clases de vertebrados, G. 
intestinalis es la única especie encontrada en humanos y la mayoría de los otros mamíferos, 
incluidos perros, gatos y ganado (Cacciò y col. 2017; Olson y col., 1995; Pavlaseck y col., 
1995; Thompson, 1998).  
2.1.1.2 Patología 
Tal como se consignó anteriormente, los infectados con G. intestinalis desarrollan un diverso 
rango de manifestaciones clínicas que van desde la ausencia de síntomas hasta las diarreas 
crónicas con dolor abdominal agudo y náusea. Los síntomas diarreicos ocurren 
mayoritariamente durante la fase aguda de infección, y aunque la mayoría de las infecciones 
por Giardia son autolimitantes, pueden ocurrir reinfecciones o infecciones crónicas. Las 
investigaciones de las pasadas décadas establecieron que la fisiopatología de las giardiasis 
es un proceso multifactorial que involucra diversos factores; parásito, huésped, dieta, 
ambiente y procesos inmunológicos (Buret y col., 2015). 
La fisiopatología de la diarrea aguda en Giardia implica un alto grado de apoptosis 
enterocítica, una disrupción de la función de barrera intestinal, la activación de linfocitos del 
huésped, el acortamiento de la vellosidades del ribete en cepillo mediado por linfocitos 
CD8+ (con o sin atrofia de vellosidades), deficiencias en la actividad disacaridasa, mala 
absorción en el intestino delgado, hipersecreción de aniones y aumento en la duración del 
tránsito intestinal. También se ha sugerido que existe una interferencia en el ciclo celular y 
la proliferación de los enterocitos, producido por el consumo de arginina por parte del 
parásito, que contribuye también a la patogénesis (Buret y col., 2007; Chin y col., 2002; 
Stadelmann  y col., 2013; Troeger y col., 2007). 
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La reducción de la función de barrera inducida por Giardia implica disrupciones del 
esqueleto de F-actina y las proteínas de la zonula occludens (ZO-1) tales como claudina-1 y 
claudina-4, ocludina y α-actinina. Las disrupciones en las proteínas de unión estrecha por 
parte de Giardia son dependientes de caspasa-3, como en otros desórdenes intestinales; 
aunque la inhibición de las proteasas parasíticas no previene la degradación de las uniones 
estrechas intestinales, sugiriendo que la fisiopatología epitelial producida por Giardia es 
multifactorial (Chin y col., 2006; O´Hara y Buret, 2008; Panaro y col., 2007) 
El acortamiento de microvellosidades inducido por Giardia causa una mala absorción de 
nutrientes en el intestino debido a un daño en la absorción de agua, glucosa y electrolitos. 
La hipersecreción de aniones puede contribuir entonces a que se genere diarrea. Nuevas 
investigaciones indican que Giardia puede causar una disminución de células caliciformes 
en tanto en el intestino delgado como en el colon (Amat, 2015). 
Las interacciones microbio-microbio en el intestino podrían tener un rol clave en el 
desarrollo de giardiasis. Estudios previos han establecido que la microbiota comensal puede 
proteger al huésped de Giardia (Singer y Nash, 2000). Existen estudios que indican que 
Giardia puede inducir a una expansión en la cantidad relativa de Firmicutes y la aparición 
de grupos de proteobacteria en la microbiota intestinal humana (Beatty y col., 2013). Todas 
estas observaciones sugieren que Giardia podría generar un desbalance en favor de bacterias 
oportunistas de microbiota residente durante la fase aguda de infección. Así, esta microbiota 
alterada induce una respuesta inflamatoria en el huésped que sería la responsable, por lo 
menos en parte, de la complicaciones post infecciosas observadas en la giardiasis. Este tema 
está siendo muy investigado actualmente y podría conducir a nuevas terapias basadas en 
probióticos (Chen y col., 2013; Halliez y col., 2014). 
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2.1.1.3 Tratamiento 
Existen cuatro drogas que se usan comúnmente para tratar la giardiasis: metronidazol, 
tinidazol, furazolidona y quinacrina. Sin embargo, todas ellas presentan efectos adversos 
muchos de los cuales pueden ser peligrosos. Los nitroimidazoles (metronidazol y tinidazol) 
pueden causar náuseas, molestias gastrointestinales, erupciones cutáneas, somnolencia, y 
ocasionalmente leucopenia transitoria y neuropatía periférica. Se ha demostrado además que 
son cancerígenos en roedores y mutagénicos en bacterias. Más aún, no existe hoy en día un 
consenso general sobre el régimen de administración del mismo, el cual termina siendo una 
elección del médico de acuerdo a su preferencia y la disponibilidad de la droga.  
La furazolidona, un 2 nitrofurano, es el fármaco de elección para el tratamiento de la 
giardiasis en niños pequeños. Sin embargo, puede ocurrir una amplia gama de efectos 
secundarios leves, que incluyen dolor de cabeza, náuseas, vómitos, erupciones cutáneas, 
diarrea y malestar general. La quinacrina se usa comúnmente en América del Norte. Este 
compuesto antipalúdico puede causar mareos, dolor de cabeza y trastornos 
gastrointestinales. 
Además de los efectos adversos, los tratamientos actuales para la giardasis suelen mostrar 
una tasa elevada de fallas clínicas por diversas razones, entre las cuales se destacan: el 
incumplimiento del paciente con el régimen farmacológico prescrito, la posible reinfección 
del paciente (que es difícil de monitorear de un modo preciso y efectivo) y la falta de un 
criterio unificado para la evaluación de la cura (Gardner y Hill, 2001; Granados y col., 2012).  
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2.1.2 Giardiasis y probióticos 
Teniendo en cuenta la variabilidad en la efectividad y la gran cantidad de efectos adversos 
que presentan los tratamientos tradicionales para la infección con Giardia, se han buscado 
tratamientos alternativos para el control de la infección asociada a este parásito. 
En el año 2000, Singer y Nash observaron experimentando con ratones una relación entre la 
susceptibilidad a la infección por Giardia y la microbiota intestinal (Singer y Nash, 2000), 
lo que podría sugerir que la infección por el parásito podría controlarse modificando el 
balance de las poblaciones microbianas intestinales, es decir, a través del uso de probióticos. 
En concordancia con estos hallazgos, Pérez y col. (2001) dieron un paso importante en este 
sentido al descubrir que el sobrenadante de la cepa probiótica LA1 de Lactobacillus 
johnsonii era capaz de controlar el crecimiento de Giardia in vitro. En dicho estudio también 
evaluaron otras cepas probióticas que no mostraron ningún efecto notable, lo que indica que 
el efecto es dependiente de la cepa probiótica utilizada. El sobrenadante de L. johnsonii LA1 
bloqueó el desarrollo de G. intestinalis en la fase G1 del ciclo celular. Cuando este probiótico 
fue administrado en el agua de bebida de meriones, se observó una protección de los 
animales frente a la infección por Giardia, mostrando un menor daño de las estructuras de 
los enterocitos así como también menos alteraciones histológicas de la mucosa intestinal 
normalmente asociados con la giardiasis (Humen y col., 2005). Además, al quedar detenidos 
en la fase G1, los trofozoitos no pueden enquistar, ya que los quistes aparecen a partir de G2. 
Así, el efecto no sólo es importante al disminuir la intensidad de la infección (los síntomas 
y daños que ésta genera, y la cantidad de trofozoitos que se encuentran adheridos en el 
intestino), sino que también disminuye la capacidad de diseminación. 
Otras cepas también demostraron ser eficaces contra el daño producido por la infección por 
Giardia. La administración de la cepa Lactobacillus casei MTCC 1423 a ratones disminuyó 
el número promedio de vellosidades atrofiadas y de células infiltrantes en el intestino 
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delgado (Shukla y col., 2008). Por su parte, la administración de Enterococcus faecium SF68 
generó una mejora de la respuesta inmune ya que se observó una producción de IgA e IgG 
intestinal anti-Giardia específicas en ratones tratados (Benyacoub y col., 2005) 
Si bien estos estudios convergen hacia la existencia de un efecto beneficioso proporcionado 
por diferentes tipos de probióticos en la giardiasis, es necesario continuar con las 
investigaciones para determinar los mecanismos puestos en juego. 
Se han realizado observaciones que indicarían que los efectos de la giardiasis pueden 
deberse, en parte, a la disbiosis por microbiota inducida por el parásito durante la fase aguda 
de la infección (Buret y col. 2015). Estas nuevas observaciones, añaden una nueva relación 
entre la infección con Giardia y los probióticos, los cuales pueden tener un efecto en la 
manifestación clínica de la giardasis mediante una regulación de la microbiota. 
2.1.2.1 Modelos de investigación 
Se han utilizado tanto modelos animales como celulares para intentar comprender la 
infección de este parásito y su relación con el hospedador. Los ensayos in vitro utilizando 
modelos celulares suelen proponerse como una alternativa al ensayo animal debido a su 
menor costo y a que no genera las controversias éticas asociadas al uso de modelos animales. 
De todas formas, estos últimos otorgan un escenario más realista de lo que ocurre ante una 
infección con el patógeno.  
2.1.2.1.1 Modelos celulares 
Se han utilizado diferentes líneas celulares para modelar la interacción de Giardia con 
enterocitos: HeLa (Gupta, 1989), IEC6 (Rodríguez-Fuentes y col. 2006) e Int-407 (Ceu 
Sousa y col., 2001). Sin embargo, la línea celular Caco-2, es aquella que más ampliamente 
se ha empleado como modelo in vitro para la infección con Giardia (Perez y col. 2001; 
Humen et al, 2011; Fisher y col. 2013). Humen (2009) realizó una evaluación de diferentes 
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modelos celulares: Caco-2, T84 y Caco-2-TC7 con distintas clones de la cepa H7 de Giardia 
intestinalis. Tomando este último estudio como referencia, se escogió el modelo de Caco-2-
TC7 como modelo celular para todos los experimentos realizados in vitro en el presente 
trabajo de tesis. 
2.1.2.1.2 Modelos animales 
Se han propuesto muchos modelos animales para describir tanto los mecanismos de 
infección del parásito como la respuesta del hospedador frente a su infección.  
Para el caso particular de Giardia intestinalis, es decir, la especie capaz de infectar humanos, 
podemos mencionar modelos de G. intestinalis-ratón neonato (Hill, 1983); G. intestinalis-
ratón adulto (Byrd y col., 1994) y  G. intestinalis-merión (Araújo y col., 2008; Belosevic y 
col., 1983; Humen, 2009;  Schaefer y col., 1991; Wallis y Wallis, 1986).  
Establecer un modelo adecuado de infección es una de las claves para lograr una evaluación 
satisfactoria del efecto de los probióticos en la interacción parásito-hospedador. Para este 
trabajo se utilizó el modelo murino con ratones hembra C57BL/6, el cual fue considerado 
por Humen (2009) como uno de los más adecuados para realizar estudios de infección por 
Giardia intestinalis y evaluar la respuesta del hospedador en el curso de la infección.  
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2.2 OBJETIVOS 
Teniendo en cuenta lo expuesto, para la presente parte del trabajo de tesis se plantearon los 
siguientes objetivos específicos: 
 Estudiar los efectos de productos frescos y deshidratados elaborados sobre la 
proliferación del parásito y su adhesión a células Caco-2-TC7 in vitro. 
 Evaluar los efectos de los productos frescos o deshidratados sobre la distribución y 
localización de proteínas de unión estrecha intercelular. 
 Estudiar los efectos de la administración de un producto probiótico deshidratado 
sobre la intensidad de infección por parte Giardia in vivo, tanto a nivel de trofozoitos 
adheridos al intestino como a nivel de daño microscópico. 
 Examinar los efectos sobre la inmunidad causados por la administración del producto 
deshidratado en presencia o ausencia de infección por parte de Giardia. 
 Estudiar los efectos tanto del producto probiótico como del parásito sobre las 
poblaciones celulares de médula ósea y las subpoblaciones bacterianas en la 
microbiota intestinal. 
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2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
2.3.1 Cultivos  
2.3.1.1 Cultivos de Giardia intestinalis 
Para todos los experimentos se utilizó la cepa H7 (ATCC 50581) de Giardia intestinalis 
proveniente del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, USA). 
Los parásitos se cultivaron en tubos de vidrio conteniendo 12 ml de medio TYI. Los 
subcultivos se realizaron descartando el sobrenadante conteniendo los trofozoitos no 
adheridos, adicionando 2 ml por tubo de medio TYI e incubando 10 minutos sobre hielo para 
despegar los trofozoitos adheridos. Posteriormente se inocularon 0,2 ml de la suspensión 
resultante en medio TYI y se incubó por 48 a 72 horas a 37 °C en oscuridad.  
2.3.1.2 Cultivo de kefir en diferentes medios 
Para los desafíos contra el parásito se utilizaron sobrenadantes y fracciones bacterianas 
provenientes de la fermentación de diferentes medios con gránulos de kefir. Los medios 
utilizados fueron leche UHT, permeado de suero al 20 % y medio MTYI. Para todos los 
casos se realizó una inoculación al 10 % (p/v) con gránulos de kefir AGK1 y se incubó a 20 
°C durante 24 horas, tal como se describe en la primera parte del presente trabajo de tesis 
(Seccion 1.3.1).  
Para la obtención de sobrenadantes, el producto obtenido tras la fermentación fue 
centrifugado a 10000 x g durante 15 minutos a 4 °C. En caso que fuese indicado el pH del 
sobrenadante fue ajustado utilizando NaOH 5M.  
Los pellets obtenidos fueron suspendidos en PBS para los ensayos de proliferación y en 
MTYI para los ensayos de adhesión. En caso de ser necesario, fueron conservados a -20 °C 
hasta su uso. 
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2.3.1.3 Cultivo de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. 
Se realizaron también desafíos con sobrenadantes y fracciones bacterianas de L. plantarum 
CIDCA 83114, una cepa aislada de kefir, crecido en MRS, MTYI o permeado de suero al 
20 % a 37 °C durante 12 horas. 
Para la obtención de sobrenadantes, el cultivo obtenido una vez transcurrida la incubación 
fue centrifugado a 10000 x g durante 15 minutos a 4 °C. En el caso que fuese indicado el pH 
del sobrenadante fue ajustado utilizando NaOH 5M. 
Los pellets obtenidos fueron suspendidos en PBS y conservados a -20 para su posterior uso 
 
2.3.1.4 Cultivo de enterocitos humanos  
Los enterocitos humanos de la línea, Caco-2 clon TC7 (Caco-2-TC7) fueron cultivados en 
medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium). Las monocapas 
celulares se prepararon en placas de cultivo celular (Greiner Bio One, Alemania) de 24 fosas, 
con un inóculo inicial de 1,4 x 105 células por ml (0,5 ml por fosa). Los ensayos y el 
mantenimiento celular fueron llevados a cabo a 37 °C en una atmósfera de 10 % de CO2. 
Las células fueron utilizadas tras 7 días de cultivo, momento en que se encuentran totalmente 
diferenciadas y en confluencia. Para los ensayos que requirieron observación por técnicas de 
microscopia, las células fueros crecidas sobre cubreobjetos de 12 mm de diámetro (Assistent, 
Sondheim, Alemania) en las mismas condiciones.  
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2.3.2 Estudios in vitro 
2.3.2.1 Ensayo de proliferación de Giardia 
Los cultivos de Giardia se cosecharon y se suspendieron en TYI-S-33 en una concentración 
conocida. Para esto, a partir de un cultivo confluente de Giardia H7, se descartó el medio de 
cultivo con los trofozoitos no adheridos a la superficie para luego despegar los trofozoitos 
adheridos utilizando 2 ml de TYI-S-33 e incubando en hielo por 10 minutos. La suspensión 
de trofozoitos obtenida fue centrifugada a 1000 x g durante 10 minutos, para luego suspender 
en 1 ml de TYI-S-33 a temperatura ambiente. Mediante recuento en cámara de Neubauer y 
dilución en TYI-S-33, se ajustó la concentración final de trofozoitos, que en este caso fue de 
1,25 x 105 trofozoitos/ml. 
Luego se realizó el desafió contra los diferentes sobrenadantes o fracciones microbianas en 
placa de 24 fosas (volumen final: 2,4 ml) del siguiente modo: 
En todas las fosas se colocaron 800 μl suspensión de trofozoitos en TYI-S-33 (1 x 105 
trofozoitos aprox.), 800 μl de TYI-S-33 y 800 μl del sobrenadante o fracción microbiana a 
evaluar. En el caso de los controles, estos últimos 800 μl fueron reemplazados por medio 
TYI-S-33. 
La placa se incubó a 37 °C en anaerobiosis durante 48 hs. Transcurrido dicho se tiempo, se 
contaron los trofozoitos de cada fosa utilizando cámara de Neubauer. 
 
2.3.2.2 Ensayo de adhesión a enterocitos (Caco-2-TC7) 
Los ensayos de adhesión fueron llevados a cabo como fuera previamente descripto (Ceu 
Sousa y col., 2001) y adaptado con éxito por Humen (2009) para el modelo celular utilizado. 
Los trofozoitos de Giardia se cosecharon y se suspendieron en DMEM adhesión en una 
concentración conocida. Para los ensayos de adhesión a células, se usaron dos 
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concentraciones de Giardia: 1 x 106 y  2 x 106 trofozoitos/ml., que corresponden a una MDI 
de 1 y 2 respectivamente. 
Para lograr esto a partir de un cultivo confluente de Giardia, primero se descartó el medio 
de cultivo con los trofozoitos no adheridos a la superficie. Acto seguido se despegaron los 
trofozoitos adheridos con PBS (pH= 7.2) en frío por 10 minutos. Se centrifugó a 1000 x g 
durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante y se lavó nuevamente el pellet con PBS frío 
y se repitió la centrifugación. El pellet obtenido se suspendió en DMEM de adhesión. Se 
contó en cámara de Neubauer y se ajustó la concentración final de trofozoitos mediante 
dilución en DMEM de adhesión. 
Para evaluar el efecto de los sobrenadantes, los trofozoitos fueron preincubados tanto con 
los sobrenadantes (neutralizados y filtrados) como con las fracciones microbianas de los 
productos frescos o deshidratados por secado spray antes de realizar la infección de los 
enterocitos. Dicha preincubación se realizó durante 1h a 37 °C en dos proporciones de 
sobrenadante o pellet resuspendido, 1:3 y 1:1. 
 Las monocapas celulares fueron lavadas con DMEM de adhesión para retirar células no 
adheridas y partículas en suspensión. Los trofozoitos preincubados en las diferentes 
condiciones fueron llevados a una concentración de 2 x 106 y 4 x 106 trofozoitos/ml en 
DMEM de adhesión para evaluar dos multiplicidades de infección (número de trofozoitos 
de Giardia por célula) MDI=1 y MDI=2 respectivamente. Finalmente los trofozoitos fueron 
co-incubados con  las  células  Caco-2-TC7  a 37 °C en un volumen final de 0,5 ml por fosa 
durante 3 h. Luego de la co-incubación los trofozoitos fueron recuperados con 2 ml de 
DMEM de adhesión frío sobre hielo y posteriormente contados en cámara de Neubauer.  
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2.3.2.4 Evaluación del efecto sobre las proteínas de unión intercelular 
Las monocapas de enterocitos confluentes y diferenciadas crecidas sobre cubreobjetos de 
vidrio de 12 mm de diámetro fueron lavadas dos veces con buffer PBS previo a la infección. 
Posteriormente, las células fueron infectadas apicalmente con 2 x 106 trofozoitos de Giardia 
intestinalis cepa H7 suspendidos en 0,5 ml de DMEM de adhesión (como fuera previamente 
descripto en el ensayo de adhesión) con una MDI=2.  
También se evaluó el efecto del sobrenadante de kefir fresco neutralizado y una combinación 
de trofozoitos de Giardia y sobrenadante de kefir fresco neutralizado (manteniendo siempre 
la MDI=2). Para los controles no infectados se utilizó DMEM de adhesión en igual volumen.  
Las placas fueron incubadas a 37 ºC con atmósfera al 10 % de CO2 por 24 h, previo a su 
procesamiento por inmunofluorescencia  
2.3.2.4.1 Inmunofluorescencia  
La marcación fue llevada a cabo como fuera previamente descripto (Lievin-Le Moal y col., 
2002): luego de la infección las células fueron lavadas tres veces con PBS y fijadas por 15 
minutos con paraformaldheído 3 % en PBS. Una vez finalizada la fijación, se realizaron tres 
lavados con PBS y las células se trataron con NH4Cl 50 mM por 10 min para saturar las 
funciones aldehído libres.  
Se realizó una marcación por inmunofluorescencia indirecta para detectar la ubicación de 
las proteínas ocludina y claudina-1, las cuales están presentes en las uniones intercelulares. 
Para ello las células fijadas fueron incubadas con el anticuerpo primario diluido en PBS-
gelatina 0,2 % durante 45 min. Las diluciones de los anticuerpos fueron 1/50 para anti-
claudina-1 y 1/100 para anti-ocludina (ThermoFisher, EEUU). 
Una vez finalizada la incubación, las células se lavaron 3 veces con buffer PBS (pH=7.2), 
para luego ser incubadas durante 45 min con el anticuerpo secundario conjugado con FITC 
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diluido1/200 en PBS-gelatina 0,2 %. Posteriormente, las células fueron lavadas 3 veces con 
PBS y fueron montadas con medio de montaje para inmunofluorescencia (DakoCytomation 
fluorescent mounting médium, Agilent, EEUU). Las imágenes fueron obtenidas con un 
microscopio láser confocal (Zeiss LSM510, Zeiss, Alemania) equipado con un láser de ion 
argón de 488 nm enfriado por aire, y un láser helio-neón de 543 nm, acoplado a un 
microscopio Axiovert 100M usando un objetivo de inmersión Plan Apochromat 63X/1.40.  
 
2.3.3 Estudios in vivo 
2.3.3.1 Modelo utilizado.  
Para los ensayos in vivo se utilizaron hembras de ratón C57BL/6 SPF (libres de patógenos 
específicos) de 6-7 semanas de edad, provistos por el bioterio de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la UNLP. Los animales fueron trasladados al bioterio de la Cátedra de 
Microbiología de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP 7 días antes de comenzar el 
tratamiento con el objeto de que los animales se adapten al nuevo entorno y disminuir los 
efectos causados por el estrés del traslado y la separación en grupos 
Los animales se mantuvieron siempre en un sistema de barreras controlado para evitar 
cualquier tipo de contaminación (ya sea externa o cruzada). Los procedimientos realizados 
fueron realizados bajo normas internacionales de trabajo con animales de experimentación 
y aprobados por la CICUAL (Protocolo número: 003-23-16). 
La utilización de ratones C57BL/6 como modelo murino de la infección de Giardia ha sido 
previamente validado por nuestro grupo de investigación (Humen, 2009). Este modelo ha 
demostrado ser apropiado para evaluar tanto el curso de la infección como el efecto causado 
por la administración de probióticos. 
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2.3.3.2 Administración del probiotico  
Comúnmente la administración de productos probióticos (o microorganismos probióticos) 
en los ensayos in vivo se realizan a partir de un cultivo fresco concentrado, que se conserva 
congelado, generalmente a -80 °C. La administración de un probiótico deshidratado, 
constituye una aproximación experimental poco utilizada a pesar de resultar más acorde en 
el contexto de la posible aplicación de los resultados obtenidos. Debe tenerse en cuenta que 
la conservación de un producto deshidratado puede llevarse a cabo a 4 °C con adecuado 
mantenimiento de la viabilidad de los microorganismos. Por otro lado, esta presentación del 
producto presenta ventajas para el transporte, la manipulación y el almacenamiento. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio del método de secado spray en la 
sección anterior, se escogió una cepa aislada de kefir (L. plantarum CIDCA 83114) para 
formular un producto probiótico deshidratado. La bacteria fue crecida en permeado de suero 
al 20 % (p/v) para realizar una evaluación del uso de un medio de cultivo y deshidratación 
de bajo costo. Esta cepa crecida durante 24 h a 37 °C en permeado de suero 20 % (p/v) fue 
deshidratada directamente (ver sección 1.3.2.1.3) utilizando el mismo equipamiento y las 
mismas condiciones de operación que se utilizaron en la primera parte de este trabajo de 
tesis para el secado escala laboratorio: Temperatura de entrada: 135 °C y feed: 30%, lo que 
resultó en una temperatura de salida de 67°C. 
El producto deshidratado fue administrado ad libitum suspendido 1/10 p/v en el agua de 
bebida. Los grupos de animales que no recibieron el probiótico, recibieron en cambio 
permeado de suero (producto control) deshidratado en las mismas condiciones que el 
producto y suspendido en el agua de bebida en la misma proporción. 
2.3.3.4 Grupos experimentales 
Los grupos utilizados en el ensayo fueron los siguientes: 
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- C (Control): Los animales de este grupo recibieron el producto control 
suspendido su agua de bebida (1/100 p/v) Se les administró PBS por sondaje 
orogástrico. 
- P (Probiótico): Los animales de este grupo recibieron el producto probiótico a 
base de L. plantarum CIDCA 83114 deshidratado en su agua de bebida (1/100 
p/v). Se les administró PBS por sondaje orogástrico. 
- G (Giardia): Los animales de este grupo recibieron el producto control 
suspendido en su agua de bebida (1/100 p/v). Se les administró una suspensión 
de trofozoitos de Giardia intestinalis cepa H7 en PBS por sondaje orogástrico. 
- PG (Probiótico+Giardia): Los animales de este grupo recibieron el producto 
probiótico a base de L. plantarum CIDCA 83114 deshidratado en su agua de 
bebida (1/100 p/v). Se les administró una suspensión de trofozoitos de Giardia 
intestinalis cepa H7 en PBS por sondaje orogástrico. 
La administración del probiótico (o del producto control) comenzó una semana antes de la 
infección con el parásito. Los grupos experimentales y los tratamientos recibidos se resumen 
en la Tabla 18. 
 
 
Tabla 18: Resumen de los grupos y los respectivos tratamientos para el ensayo in-vivo. . C: 
grupo control sin tratamiento; P: grupo que consumió sólo la cepa probiótica; G: Grupo 
infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: Grupo tratado con la cepa probiótica e infectado 
con Giardia  intestinalis cepa H7. 
Grupo Probiótico Giardia Producto Control 
C - - + 
P + - - 
PG + + - 
G - + + 
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2.3.3.5 Protocolo de infección  
La inoculación de los animales se llevó a cabo por sondaje orogástrico con 200 μl de una 
suspensión  conteniendo 5 x 108 trofozoitos/ml en PBS, lo cual representa aproximadamente 
1 x 107 trofozoitos por animal.  Los grupos de animales que no fueron infectados con el 
parásito recibieron un volumen igual de PBS también por sondaje orogástrico, como se 
explicó anteriormente. 
El inóculo de 1 x 107 trofozoitos por animal fue establecido como la dosis infectiva en el 
modelo murino durante su puesta a punto (Humen, 2009). 
 
Como se muestra en el esquema de la figura 33, a distintos tiempos pos-infección (3 y 7 
días), los animales fueron sacrificados por inhalación de CO2 y se extrajeron las muestras a 
analizar. 
 
Figura 33: Esquema del protocolo para los ensayos in vivo realizados. C: grupo 
control sin tratamiento; P: grupo que consumió sólo la cepa probiótica; G: Grupo 
infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: Grupo tratado con la cepa probiótica 
e infectado con Giardia  intestinalis cepa H7. 
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2.3.3.6 Recuento de trofozoitos en intestino delgado 
Para evaluar la concentración duodenal de trofozoitos, se tomaron porciones de 5 cm de 
intestino delgado entre 5 y 10 cm a partir del píloro y se colocaron en 1 ml de medio TYI-S-
33 frío. Se realizaron dos lavados con el mismo medio para arrastrar los trofozoitos adheridos 
a la pared intestinal y, a continuación, se cortó longitudinalmente la porción de intestino y 
se homogeneizó en vortex. Los trofozoitos fueron contados en una cámara de Neubauer. 
 
2.3.3.7 Preparados histológicos 
Para el análisis histológico se colectaron porciones de 1 cm de intestino (tomados 5 cm 
distales del píloro), que fueron fijadas directamente en etanol 96 % y posteriormente 
deshidratadas en etanol absoluto previo a su inclusión en parafina. Las secciones embebidas 
en parafina fueron cortadas en micrótomo con un espesor de 5 μm, rehidratadas y coloreadas 
con hematoxilina-eosina. 
 
2.3.3.8 Estudio de poblaciones celulares en médula ósea 
2.3.3.8.1 Preparación celular 
Las células de la médula ósea se obtuvieron lavando fémures de ratones con DMEM de 
adhesión. El número de células viables en médula ósea de determino utilizando Azul de 
Tripán y empleando una cámara de recuento de Neubauer. 
2.3.3.8.2 Citometría de flujo  
Tanto las marcaciones de las células como el análisis de los datos obtenidos fueron llevados 
a cabo como fuera previamente descripto por Salva y col. (2014). Las suspensiones de 
células de médula ósea fueron lavadas dos veces en tampón FACS helado (solución 
fisiológica, suero bovino fetal al 2 %, Gibco) y fueron incubadas previamente con anticuerpo 
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monoclonal anti-ratón CD32 / CD16 (bloqueo Fc) durante 30 minutos a 4 °C. 
Posteriormente, las células fueron incubadas en las mezclas de anticuerpos durante 30 
minutos a 4 °C y lavadas con buffer FACS. Los anticuerpos utilizados y su marcación se 
resumen en la Tabla 19. Todos los anticuerpos fueron adquiridos a BD Pharmingen (BD 
Biosciences, EEUU). Se realizaron dos marcaciones en paralelo: una para identificar las 
distintas subpoblaciones presentes en la médula ósea (CD34/CD117/ Ly6A/E / Lin-APC) y 
otra para identificar las subpoblaciones mayoritarias del linaje mieloide maduro, es decir 
neutrófilos, monocitos y eosinófilos (Gr-1/Ly6G/Ly6C). En todos los casos, las células 
fueron adquiridas en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences, EEUU) y los 
datos fueron analizados con el software FlowJo (TreeStar, EEUU). 
 
2.3.3.9 Expresión de citoquinas en placas de Peyer 
Las muestras de placas de Peyer extraídas de los animales sacrificados fueron colocadas en 
500 μl de RNAlater (Invitrogen, ThermoFisher, EEUU), un reactivo que impregna 
Tabla 19: Resumen de los diferentes anticuerpos empleados para las marcaciones para el 
análisis de células de médula ósea por citometría de flujo. 
Anticuerpo 
anti- 
Conjugado 
con 
Permite detectar 
CD34 FITC Células madre hematopoyéticas  
CD117 (c-
kit) 
PE Células pluripotenciales comprometidas en linaje 
mieloide 
Gr-1 PE Células granulocíticas maduras 
Lin APC Células linaje mieloide maduras  
Ly6A/E 
(SCa-1) 
Biot-St Células linaje linfoide maduras 
Ly6C Biot-St Monocitos 
Ly6G FITC Neutrófilos 
 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína; PE: ficoeritrina; APC: aloficocianina; Biot-St: 
Biotina/estreptavidina marcada 
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rápidamente los tejidos para estabilizar y proteger el ARN, minimizando la necesidad de 
procesar inmediatamente muestras de tejido. Las muestras sumergidas en RNA later fueron 
conservadas a -80 °C hasta su procesamiento. 
2.3.3.9.1 Extracción de ARN total de placas de Peyer 
Para la extracción de ARN, las placas de Peyer fueron retiradas del RNAlater y colocadas 
en buffer de lisis, donde fueron procesados utilizando un homogeneizador de alta velocidad 
Ultraturrax (IKA, China). 
Para la obtención de ARN total del homogenato de MLN, se utilizó el protocolo comercial 
Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare, Reino Unido).  
 El lisado celular se transfirió a un tubo plástico de 1,5 ml, se agregaron 350 μl de etanol 70 
% v/v y la mezcla se dispuso en una  columna de extracción de ARN  para microcentrifuga 
con un tubo colector. Se centrifugó a 10000 x g durante 30 seg. El contenido del tubo colector 
se descartó. Se agregaron sobre la columna 350 μl de buffer de desalinización y se centrifugó 
a 11000 x g durante 1 min. El ADN en la muestra que puede interferir en las reacciones 
posteriores, se eliminó agregando 95 μl de DNAsa mix (10 μl de DNAsa reconstituida en 90 
μl de buffer de reacción para DNAsa),  la  reacción  se  llevó  a  cabo  a  temperatura  ambiente  
durante  15  min.  Luego se inactivó la DNAsa colocando 200 μl de buffer RA2 sobre la 
columna y se centrifugó 1 min a 8000 x g. Se lavó la columna 2 veces con 600 μl y 250 μl 
de buffer RA3 y se centrifugó a 11000 x g por 1 min y 2 min respectivamente para que la 
columna se secara completamente.  Finalmente la columna se colocó en un tubo de 1,5 ml y 
se eluyó el ARN agregando 100 μl de agua libre de RNAsa y centrifugando a 11000 x g por 
2 min. En estos protocolos fue indispensable el uso de material libre de RNAsa, DNAsa y 
pirógenos, así como también puntas de pipetas automáticas con filtro para obtener productos 
de calidad y evitar pérdidas de material.  
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2.3.3.9.2 Transcripción reversa 
La  transcripción  reversa  (Reverse transcription-PCR, RT-PCR) permite  sintetizar  ADN  
complementario  (ADNc)  a  partir  de  moléculas  de  ARN  haciendo uso de la enzima 
transcriptasa reversa. El ADNc obtenido es la cadena complementaria de la cadena molde 
de  ARN.  Esta técnica se utiliza en combinación con PCR cuantitativa para la cuantificación 
de la expresión génica. 
La transcripción reversa hace uso de random primers, que son hexámeros de nucleótidos en 
todas sus combinaciones posibles, es decir  46 =  4096 posibles  combinaciones de bases, lo 
que le da la capacidad de unirse (y por lo tanto amplificar) cualquier  sección  del ARN 
presente en la muestra. 
Se preparó entonces una premezcla con 13 μl random primers (50 μM) con 91 μl H2O. 
Luego se prepararon tubos con 1 μl de esta premezcla y 11 μl de muestra (aproximadamente 
1 μg de ARN extraído) y se colocaron a 70 °C por 10 min en un bloque térmico. A 
continuación, se enfriaron inmediatamente en hielo  y se  agregaron a cada tubo de reacción 
1  μl de inhibidor de RNAsa, 1 μl de ditiotreitol, 4 μl de buffer de reacción 5X (Invitrogen), 
1 μl de solución 10 mM de dNTPs y 1 μl de MMLV-Reverse Trascriptase (Invitrogen), 
obteniéndose un volumen final de 20  μl por tubo.  
La reacción se llevó a cabo en un termociclador con el siguiente programa: paso 1) 25 °C, 
10 min; paso 2) 42 °C, 2 horas.  El ADNc obtenido se conservó a -20 °C 
2.3.3.9.3 PCR cuantitativa en tiempo real  
Para cuantificar la expresión génica de las diferentes citoquinas analizadas se realizó una 
PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). Esta técnica se realiza en un termociclador que 
puede emitir un haz de luz de una determinada longitud de onda y detectar luego la 
fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado. En este caso, se utilizó Sybr Green un 
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fluorocromo intercalante que se incorpora al ADN bicatenario y que es excitado mediante 
luz azul (λmax = 488 nm) y que emite luz verde (λmax = 522 nm). 
En qPCR, la amplificación de ADN se controla en cada ciclo de PCR, y puede ser 
monitoreada por el software del termociclador. Cuando el ADN está en la fase logarítmica 
lineal de amplificación, la cantidad de fluorescencia aumenta por encima del fondo. El punto 
en el que la fluorescencia se vuelve medible se llama ciclo umbral (Cq). Debido a que el 
valor de Cq se mide en la fase exponencial cuando los reactivos no están limitados, puede 
usarse para calcular de manera confiable y precisa la cantidad inicial de ADN molde presente 
en función de la función exponencial conocida que describe el progreso de la reacción. Este 
valor depende de la cantidad de ADN presente en la muestra capaz de amplificarse con los 
primers seleccionados. Si la cantidad inicial de ADN molde es alta, el Cq será bajo (a pocos 
ciclos emite señal fluorescente), mientras que si la cantidad de molde es baja, el Cq será alto. 
La cuantificación se realizó en términos relativos a un gen de referencia o housekeeping (β-
actina en este caso.) Los primers utilizados para la amplificación de este gen de referencia y 
de las diferentes citoquinas se muestran en la Tabla 20. El programa utilizado para la 
amplificación de todos los genes mencionados consistió en un primer paso de un ciclo a 50 
°C durante 2 min; un segundo paso de un ciclo a 90 °C durante 2 min y por último, 40 ciclos 
de 95 °C durante 15 seg seguidos de 1 min a 60 °C. 
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2.3.3.10 Extracción de ADN de heces 
La extracción de ADN de heces se realizó de acuerdo a las instrucciones del fabricante del 
kit. El kit de extracción utilizado fue QIAmp DNA stool kit (Qiagen, EEUU). 
Se pesaron 200 mg de materia fecal en un tubo de 1,5 ml, se agregó 1,4ml de buffer ASL 
(Qiagen, EEUU) y se homogeneizó en vortex por 1 min. Una vez homogeneizada, la mezcla 
se llevó a 80 °C en un baño termostatizado durante 5 minutos. Luego la muestra fue 
centrifugada y se tomaron 1,2 ml del sobrenadante, los cuales fueron colocados en un nuevo 
tubo, al cual se le agrego una tableta InhibitEX (Qiagen, EE.UU.) que adsorbe los posibles 
inhibidores presentes en la muestra. La muestra fue homogeneizada en vortex hasta que la 
tableta se disolvió completamente y luego se dejó incubar a temperatura ambiente durante 2 
min para permitir la adsorción. Una vez transcurrida la incubación la muestra fue 
centrifugada a 11200 x g durante 3 min para precipitar los inhibidores adsorbidos a la matriz 
de la tableta. Se tomaron 200 μl del sobrenadante obtenido y se colocaron en un nuevo tubo 
de 1,5 ml conteniendo 1,5 μl de solución de proteinasa K, y luego se agregaron también 200 
Tabla 20: Primers utilizados para la amplificación de citoquinas y el gen housekeeping. 
Primer Secuencia 5’-3’ Referencia 
β-Actina FWD: CGTCATCCATGGCGAACTG 
REV: GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 
Rumbo y col., 2004 
TNF-α FWD: CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A 
REV: CCT CCA CTT GGT GGT TTG CT 
Roberts y col., 2008 
IL-12 FWD: CAC ATG TCA CTG CCC GAG AGT 
REV: GCA AAG AAA CAT GGA CTT CAA CTT C 
Correa y col., 2012 
IL-10 FWD: CAT TTG AAT TCC CTG GGT GAG A 
REV: TGC TCC ACT GCC TTG CTC TT 
Rolny y col., 2013 
INF-γ FWD: TGG CAT AGA TGT GGA AGA AAA GAG 
REV: TGC AGG ATT TTC ATG TCA CCA T 
Correa y col. 2012 
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μl de buffer AL (Qiagen, EEUU) y se homogeneizo con vortex. Posteriormente, se realizó 
una incubación a 70 °C durante 10 minutos para permitir la acción de la proteinasa K y lograr 
un lisado de las células. Tras la incubación, se agregaron 200 μl de etanol 96 %, se 
homogeneizó con vortex y se colocó la mezcla obtenida en una columna QIamp mini spin 
(Qiagen, EEUU). La columna conteniendo el lisado fue centrifugada durante 1 minuto a 
11200 x g, y se descartó el líquido que se filtró a través de la columna. La columna fue lavada 
2 veces consecutivas con 500 μl de buffer AW1 y AW2 respectivamente. Por último, el ADN 
unido a la columna fue eluido en un nuevo tubo de 1,5 ml. utilizando 200 μl de buffer AE. 
El ADN eluido fue conservado a -80 °C hasta su uso. 
 
2.3.3.11 Análisis por DGGE 
2.3.3.11.1 Amplificación de región del gen ARNr 16S 
La secuencia de que codifica para el ARNr de subunidades pequeñas varía de manera 
ordenada a través de líneas filogenéticas y contiene segmentos que se conservan a nivel de 
especie, género o reino. El gen que codifica para el ARNr 16S se usa a menudo para 
identificar diferentes especies de bacterias, ya que posee regiones conservadas y regiones 
hipervariables que mediante el uso de técnicas de separación como la DGGE permiten 
distinguir entre diferentes especies.  
Se utilizó una combinación de primers (Tabla 21) que permite obtener un amplicón de 
aproximadamente 587 pares de bases para una región de este gen conteniendo en su 
secuencia una región hipervariable 
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Uno de los primers (el directo, o forward) contiene una región rica en GC (GC clamp) que 
es necesaria para su posterior análisis por DGGE. Antes de su uso, los primers se evaluaron 
in silico (http://insilico.ehu.es/PCR/)  para diferentes especies bacterianas para corroborar el 
tamaño del amplicón originado y la posibilidad de originar hairpins, sobre todo por la 
existencia de la GC clamp. Las simulaciones in silico corroboraron tanto el  tamaño de 
amplicón obtenido por Wang y col. (2008), arrojando resultados de 586 o 587 pares de bases 
dependiendo el microorganismo, como la especificidad de los primers, ya que esta 
combinación de primers generó un único amplicón para todos los microrganismos 
evaluados. Con respecto a la formación de dímeros de primers o hairpins, si bien la 
simulación indica que existe una potencial riesgo de que aparezcan, la probabilidad de ello 
es baja y, además, puede ser minimizada utilizando un programa con dos temperaturas de 
annealing: primero una más elevada que evite la formación temprana de dímeros y hairpins 
y luego una temperatura menor cuando la cantidad de amplicones generados en la mezcla de 
reacción supere a la cantidad de primers presentes en la misma. 
Para la amplificación con dichos primers se utilizó una mezcla de reacción DreamTaq PCR 
Master Mix (Invitrogen, ThermoFisher, EEUU) como se indica en la Tabla 22. Esta Master 
Mix es una solución lista para usar que contiene la ADN polimerasa DreamTaq Hot Start 
Tabla 21: Combinación de primers utilizados para la amplificación de una región de  
aproximadamente 587 pares de bases del gen que codifica para el ARNr16S de eubacterias. La 
región subrayada en el primer directo (forward) corresponde a la GC clamp necesaria para la 
DGGE. 
Primer Secuencia 5’-3’  Referencia 
GC-341f 
(directo) 
CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCC 
CCG CCC CCT CCT ACG GGA GGC AGC AG 
Wang y col. , 2008 
907r 
(reverso) 
CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT Wang y col. , 2008 
 
SEGUNDA PARTE – MATERIALES Y MÉTODOS 
145 
 
(Invitrogen, ThermoFisher, EEUU), el buffer DreamTaq (optimizado para esta enzima), 
MgCl2 y dNTPs. Esta formulación premezclada ahorra tiempo y reduce la contaminación 
debido a un número reducido de pasos de pipeteo necesarios para la realización de la PCR. 
La amplificación  se  realizó  en  un  termociclador BIORAD T100 (Bio-Rad Laboratories, 
EEUU) utilizando el programa detallado en la Tabla 23.    
 
2.3.3.11.2 DGGE 
Los amplicones obtenidos con los primers para el gen ARNr 16s fueron evaluados mediante  
electroforesis  en  gel  con  gradiente desnaturalizante  (DGGE por sus siglas en inglés),  un 
tipo de electroforesis que permite la separación de fragmentos de ADN del mismo tamaño 
pero con diferente secuencia de nucleótidos. 
Tabla 22: Componentes y cantidades empleadas de los mismos para una mezcla de 
reacción DreamTaq PCR por reacción individual de amplificación. 
Componente Volumen (μl) 
DreamTaq PCR Master Mix 12,5 
Forward Primer 1 
Reverse Primer 1 
ADN molde 2 
Agua calidad PCR 8,5 
VOLUMEN FINAL DE REACCIÓN: 25μl 
 
Tabla 23: Programa utilizado para la amplificación del gen que codifica para el ARNr 16S. 
Etapa Temperatura (°C) Tiempo Nro. de Ciclos 
Desnaturalización 
Inicial 
94 4 minutos 1 
Desnaturalización 94 30 segundos 10 
Hibridación 62 45 segundos 
Elongación 72 60 segundos 
Desnaturalización 94 30 segundos 25 
Hibridación 57 45 segundos 
Elongación 72 60 segundos 
Elongación Final 72 10 minutos 1 
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Los perfiles obtenidos pueden analizarse para establecer la relación filogenética entre las 
diferentes muestras. 
Para la realizar la DGGE se utilizó un equipo DGGE -2401 (C.B.S. Scientific Co., EEUU) 
con geles  de  15 x 20 x 0,075 cm. Las muestras se sembraron en geles de poliacrilamida 8  
% p/v en buffer TAE con gradiente desnaturalizante urea-formamida 40-60 %. La 
electroforesis se llevó a cabo a voltaje constante 100 V durante 16 h a 60 °C. Los geles se 
tiñeron y visualizaron en un transiluminador GelDoc XR (BioRad, EEUU).   
2.3.3.11.2.1 Preparación de los geles y siembra  
Los vidrios dentro de los cuales se polimeriza el gel, fueron lavados exhaustivamente y 
secados por completo. Luego se montaron de acuerdo con las instrucciones del equipo y se 
comprobó que el sistema este correctamente armado y no posea perdidas utilizando agua. 
Una vez constatado el correcto armado del sistema, éste fue secado cuidadosamente 
utilizando papel de filtro. 
Para la preparación de los geles con el gradiente desnaturalizante, se utilizó un sistema de 
dos vasos comunicantes conectado a una bomba peristáltica. Se prepararon las soluciones 
desnaturalizantes de trabajo (Tabla 24) a partir de soluciones desnaturalizantes 0 y 80 % 
(Tabla 25). Inmediatamente antes de su uso se le agregó a cada una de estas soluciones de 
trabajo 4.4 µl de TEMED y 44 µl de persulfato de amonio 10 % p/v. Las soluciones se 
colocaron en el sistema de vasos comunicantes, colocando aquella con mayor concentración 
Tabla 24: Cantidades de soluciones 0% y 80% desnaturalizante para preparar las soluciones 
de trabajo. 
Concentración 
desnaturalizante 
Solución 0 % 
desnaturalizante 
Solución 80 % desnaturalizante 
40% 5,75 ml 5,75 ml 
60% 2,87 ml 8,63 ml 
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de urea -formamida en el vaso más cercano al conducto de salida y agitando durante la 
preparación del gel con un agitador magnético. 
Las soluciones fueron luego vertidas entre los vidrios mediante una bomba peristáltica a 
mínima velocidad. Una vez lleno el volumen entre los dos vidrios, se colocó el peine para 
formar las calles y se dejó polimerizar el gel en un lugar fresco y seco. 
Debido a que el gel se contrae durante la polimerización, se utilizó solución stacking para 
completar el volumen perdido y se dejó polimerizar nuevamente. Esta solución de stacking 
permite además que la muestra ingrese en una banda bien definida al gel desnaturalizante. 
Una vez formado el gel, los vidrios conteniendo el mismo se montaron sobre el soporte 
correspondiente y se colocaron en la cuba con buffer TAE a 60 °C. Luego se sembraron en 
cada fosa 20 µl de muestra con 5 µl de buffer siembra. 
2.3.3.11.2.2 Tinción y análisis  
Una vez finalizada la electroforesis los soportes conteniendo los geles fueron retirados de la 
cuba y desmontados. Se separaron luego los vidrios que contienen el gel de modo tal que el 
gel quede sobre uno de estos vidrios. Para la tinción, el gel sobre el vidrio se colocó en una 
cuba conteniendo una solución de Sybr Gold 0,2  µl/ml en buffer TAE durante 30 min. 
Luego de finalizada la tinción, el gel fue separado cuidadosamente del vidrio y colocado en 
un transiluminador UV con cámara fotográfica acoplada GelDoc XR (BioRad, EEUU).  Las 
Tabla 25: Componentes y cantidades para preparar las soluciones desnaturalizantes 0% y 80%. 
Componente 0 % desnaturalizante   80 % desnaturalizante 
Acrilamida-Bis 40%   20 ml 20 ml 
Buffer TAE 50X 2 ml 2 ml 
Urea - 33,6 g 
Formamida deionizada   - 32 ml 
Agua destilada    c.s.p. 100 ml c.s.p. 100 ml 
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fotografías obtenidas fueron analizadas posteriormente utilizando el software GelCompar II 
(AppliedMaths, bioMérieux, Francia). 
2.3.3.12 Análisis por secuenciación 
A partir de las muestras de ADN de heces se realizaron 4 pooles (1 para cada condición 
evaluada en el experimento), conteniendo cantidades iguales de cada una de las muestras. 
Los pooles obtenidos fueron enviados a secuenciar a MRDNA Labs (Texas, EEUU) para 
conocer la abundancia relativa de las distintas bacterias presentes en la microbiota intestinal. 
La secuenciación fue dirigida al gen 16S rRNA y se realizó utilizando la tecnología Illumina 
MISeq.  
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software GeneIOUS (Biomatters, Nueva 
Zelandia) y una vez eliminadas las secuencias quimera y/o incompletas, las unidades 
taxonómicas operacionales (OTU: del inglés operational taxonomic unit) obtenidas se 
compararon con la base de datos de NCBI. En los análisis de metagenómica se conoce como 
OTU a un grupo de variantes de secuencia similares de la secuencia del gen marcador de 
16S rRNA. Cada uno de estos grupos está destinado a representar una unidad taxonómica de 
una especie o género de bacterias dependiendo que tan similares sean sus secuencias, de 
acuerdo a un umbral prestablecido. Por lo general, cada OTU se define por un umbral de 
identidad del 97% de las secuencias del gen 16S para distinguir las bacterias a nivel de 
género. La abundancia relativa se calculó contabilizando todas las OTU obtenidas en el 
análisis. 
2.3.4 Análisis estadístico 
El análisis de la varianza (ANOVA) de los recuentos de viables correspondientes a los 
diversos tratamientos se realizó usando el programa estadístico Statgraphics Centurion XVII 
(Statistical Graphics Corp, EEUU). Se realizó la comparación de medias por el método de 
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Tukey, considerando como estadísticamente significativa cuando p < 0.05. Los gráficos 
fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, EEUU).  
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
2.4.1 Estudios in vitro 
2.4.1.2 Ensayos de proliferación de Giardia  
El primer paso para establecer si los productos desarrollados en el presente trabajo de tesis 
poseen un efecto sobre el parásito, es verificar si afecta su normal proliferación. 
Para este tipo de desafíos, se emplearon tanto los productos desarrollados por secado spray, 
como cultivos frescos ya sea de kefir o de una cepa aislada de éste: L. plantarum CIDCA 
83114. Estos cultivos frescos fueron realizados tanto en su medio de cultivo tradicional 
(leche UHT y MRS, para kefir y la cepa aislada respectivamente), como en medio MTYI, 
una modificación del medio TYI-S-33 que permite el crecimiento tanto del parásito como 
de bacterias lácticas (Pérez y col., 2001) y en permeado de suero al 20 %.  
Además, también se desafió con L. plantarum CIDCA 83114 crecido en permeado de suero 
20 % y deshidratado por secado spray directamente (sin el agregado de carriers). 
La cepa L. plantarum CIDCA 83114 posee una alta resistencia al pasaje por el tracto 
gastrointestinal en ensayos in vitro (Golowczyc y col., 2008); se adhiere a células en cultivo 
y antagoniza con diversos patógenos intestinales como Salmonella, E.coli y Shigella 
(Golowczyc y col., 2008; Hugo y col., 2008; Kakisu y col., 2013; Bolla y col., 2016). 
Además, posee la capacidad de secuestrar aflatoxina AFB1 (León Peláez, 2013) y de reducir 
la actividad de la toxina shiga (Kakisu y col., 2012). Por otro lado, L plantarum 83114 
sobrevive al secado en spray en un rango de temperatura de salida de 75 a 85 ºC y posee 
gran estabilidad durante el almacenamiento a 4 ºC (Golowczyc y col., 2010). 
La cepa deshidratada por secado en spray no evidenció daño en la membrana, ni cambios en 
la capacidad de acidificar el medio MRS, ni pérdida de la capacidad de adhesión a células in 
vitro (Golowczyc y col., 2011). 
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El permeado de suero resultó ser un sustrato adecuado para el cultivo de esta cepa sin 
necesidad de suplementación con fuentes adicionales de carbono o nitrógeno lo cual resulta 
muy ventajoso considerando que es un efluente de la industria láctea (Hugo y col., 2016). 
La cepa L. plantarum CIDCA 83114 crecida en permeado de suero 20 % (p/v) fue 
deshidratada por secado spray con las condiciones empleadas en la primera parte y 
administrada en agua de bebida de los ratones. El producto obtenido mostró una viabilidad 
microbiana de 8 log UFC/g y una aW de 0,27, parámetros que mantuvo prácticamente 
inalterados durante 30 días de ensayo de almacenamiento a 4 °C (Figura 33). Además, 
mostró conservar su capacidad acidificante, disminuyendo el pH de leche UHT hasta pH = 
4,09 tras 24 horas de incubación a 20 °C. Teniendo en cuenta el consumo diario de agua de 
cada animal y la concentración de producto deshidratado, la dosis estimada de 
microorganismos administrados fue de 5 x 107 UFC por animal/día. 
 
Los resultados obtenidos para los ensayos de proliferación con los diferentes sobrenadantes 
se muestran en la figura 34:  
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Figura 33: Supervivencia microbiana (A) y aW (B) durante el almacenamiento a 4°C para el 
producto deshidratado elaborado a partir de L. plantarum CIDCA 83114 en permeado de suero 20 
% (p/v). Los resultados graficados representan el promedio de por lo menos dos ensayos 
independientes. Las barras representan la desviación estándar. 
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Figura 34: Ver leyenda en página 153. 
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Figura 34: Proliferación de trofozoitos de Giardia intestinalis H7 en presencia de sobrenadantes 
neutralizados (Neut.) y sin neutralizar (Ácido) provenientes de: (A) cultivos frescos de kefir en 
leche UHT, MTYI y permeado de suero 20 %; (B) cultivos frescos de L.plantarum CIDCA 83114 
en MRS, MTYI y permeado de suero 20 %; y (C) de algunos de los productos deshidratados 
elaborados en la primer parte del presente trabajo (Ver Tabla Resumen de Muestras). Como 
controles se utilizaron los medios TYI-S-33 (TYI) y MTYI. Los valores graficados corresponden a 
por lo menos 3 ensayos independientes.  
 
Se evidencia una fuerte relación entre el pH de la muestra y la proliferación de los 
trofozoitos. Los sobrenadantes neutralizados, ya sea que provengan de cultivos frescos o 
deshidratados permitieron una proliferación normal del parásito; mientras que los 
sobrenadantes que no fueron neutralizados tuvieron un efecto adverso significativo (p < 
0,05) sobre la proliferación de Giardia. Este efecto puede atribuirse al pH debido a que el 
Tabla 26: Valores de pH y recuentos de trofozoitos promedio por fosa para los cultivos de 
Giardia en presencia de los sobrenadantes provenientes de cultivos de kefir o L.plantarum 
CIDCA 83114 en diferentes medios. Neut. indica que fueron neutralizados previo al ensayo. 
Los valores de la tabla corresponden a por lo menos tres ensayos independientes. 
Procedencia sobrenadante 
(o Control) 
pH (72hs) TROFOZOITOS/fosa (72hs) 
Control TYI 7,05 2,66x105 
Control MTYI 7,00 2,50 x105 
Kefir en leche UHT Neut. 6,98 2,34 x105 
Kefir en leche UHT  4,03 1,06 x105 
L.plantarum en MRS Neut. 7,00 2,34 x105 
L.plantarum en MRS  4,15 1,16 x105 
Kefir en MTYI Neut.  6,96 2,29 x105 
Kefir en MTYI  4,09 1,07 x105 
L.plantarum en MTYI Neut. 6,98 2,18 x105 
L.plantarum en MTYI  4,12 1,08 x105 
Kefir en permeado de suero 
20%p/v Neut.  
6,96 2,11 x105 
Kefir en permeado de suero 
20%p/v  
4,06 1,16 x105 
L.plantarum en permeado de 
suero 20%p/v Neut. 
6,96 2,13 x105 
L.plantarum en permeado de 
suero 20%p/v  
4,10 1,10 x105 
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parásito necesita para su óptimo desarrollo un pH entre 6,4 y 7,2. Los sobrenadantes frescos 
presentan un valor de pH cercano a 4 (Tabla 26), lo que explicaría la forma de las curvas 
correspondientes a dichas muestras observadas en la Figura 34. 
 
Para los sobrenadantes de los productos deshidratados, los valores de pH fueron cercanos a 
5,8 (Tabla 27) y, si bien la cantidad de trofozoitos por fosa fue mayor, esta diferencia no fue 
estadísticamente significativa respecto a lo observado cuando se utilizaron sobrenadantes 
provenientes de los productos frescos, poniendo de manifiesto nuevamente la sensibilidad 
de Giardia al pH.  
Para mantener su pH interno en un rango apropiado, Giardia utiliza mecanismos de 
transporte activo para enviar protones hacia el exterior celular. Estos mecanismos ayudan a 
que en el interior celular el pH se conserve en su rango homeostático entre 6,7 y 7,1 (Biagini 
y col. 2001). Cuando se evaluaron las fracciones microbianas tanto de los productos frescos 
como de los deshidratados, las bacterias acidificaron rápidamente el medio, llevando el pH 
Tabla 27: Valores de pH y recuentos de trofozoitos promedio por fosa para los cultivos de 
Giardia en presencia de sobrenadantes provenientes de productos deshidratados (ver Tabla 
Resumen Muestras). Neut. indica que fueron neutralizados previo al ensayo. Los valores de la 
tabla corresponden a por lo menos tres ensayos independientes. 
Muestra pH (72 hs) TROFOZOITOS/fosa (72 hs) 
SM 5,90 1,52 x105 
SM Neut. 6,96 2,19 x105 
SMM 5,82 1,49 x105 
SMM Neut. 6,97 2,13 x105 
WP 5,84 1,49 x105 
WP Neut. 6,95 2,11 x105 
WPM 5,76 1,43 x105 
WPM Neut. 6,97 2,20 x105 
L. plantarum en permeado de suero 
20%p/v deshidratado 
5,78 1,45 x105 
L. plantarum en permeado de suero 
20%p/v deshidratado Neut. 
6,90 2,28 x105 
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por debajo del valor óptimo para la proliferación de Giardia tras 24 horas de ensayo (Tablas 
28 y 29).  
 
Un valor de pH bajo hace que el parásito utilice mucha energía para mantener la homeostasis 
interna, dejando en segundo plano otras funciones que requieren energía, como la 
reproducción o el movimiento (que es esencial para la adhesión). Los parásitos crecidos en 
presencia de los microorganismos provenientes de los diferentes cultivos realizados o de los 
productos deshidratados evidenciaron alteraciones morfológicas y del movimiento, lo cual 
está de acuerdo con la hipótesis expuesta.  
 
 
 
 
 
Tabla 28: Valores de pH a las 24 horas de ensayo para los cultivos de Giardia en presencia 
de los microorganismos provenientes de cultivos de kefir o L. plantarum CIDCA 83114 en 
diferentes medios. Los valores de la tabla corresponden al promedio de por lo menos tres 
ensayos independientes. 
Muestra pH (24 hs) 
Control TYI 6,8 
Control MTYI 6,8 
Kefir en leche UHT 4,3 
L. plantarum en MRS 4,6 
Kefir en MTYI 4,4 
L. plantarum en MTYI 4,4 
Kefir en permeado de suero 20%p/v 4,3 
L. plantarum en permeado de suero 20%p/v 4,5 
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2.4.1.3 Ensayos de adhesión a células 
La supervivencia del parásito en el tracto gastrointestinal está íntimamente relacionada con 
su adhesión a la superficie celular, evitando que sea arrastrado por el flujo intestinal y los 
movimientos de peristalsis. (Ceu Sousa y col. 2001). Esta adhesión está mediada por la 
acción del disco suctorio ventral y por la acción de moléculas tipo lectina (Magne y col., 
1991; Sreenivas y col., 1995). Los sobrenadantes de kefir o de cepas aisladas del mismo 
suelen contener metabolitos bioactivos que podrían modificar esta capacidad de adhesión. 
Así, un esquema experimental en el que se incuben los trofozoitos con los sobrenadantes de 
kefir (o de productos elaborados a partir del mismo) podría poner en evidencia efectos sobre 
la adhesión del parásito a las células. 
Tabla 29: Valores de pH a las 24 horas de ensayo para los cultivos de Giardia en presencia de 
los microorganismos provenientes de productos deshidratados (ver Tabla Resumen Muestras) 
con las que se realizó el ensayo de proliferación. Los valores de la tabla corresponden al 
promedio de por menos tres ensayos independientes. 
Muestra pH (24hs) 
SM 5,0 
SMM 4,9 
SMN 5,2 
SMMN 5,3 
WP 4,5 
WPM 4,6 
WPN 5,2 
WPMN 5,3 
L. plantarum en permeado de suero 20% p/v 
deshidratado 
4,4 
MT 4,8 
MTN 5,3 
WPT 4,7 
WPTN 5,4 
SMT 4,8 
SMTN 5,4 
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Se realizaron entonces ensayos de adhesión a células Caco-2-TC7 (Humen, 2009) con 
trofozoitos de Giardia que habían sido preincubados con sobrenadantes neutralizados 
provenientes de productos fermentados frescos o de algunos de los productos deshidratados 
desarrollados en el presente trabajo de tesis. Los sobrenadantes utilizados para estos ensayos 
fueron siempre neutralizados y filtrados previo a su uso, debido a que un bajo pH tiene un 
efecto adverso tanto para Giardia (como se observó en los ensayos de proliferación) como 
para la integridad de la monocapa celular. 
Como primera aproximación, la preincubación fue realizada en una relación 1:3 (una parte 
de sobrenadante neutralizado y filtrado; 3 partes suspensión de Giardia en DMEM de 
adhesión) y se utilizaron MDI=1 y MDI=2. Como podemos observar en las Figuras 35 y 36, 
la preincubación en relación 1:3 no ejerce un efecto apreciable sobre la adhesión del parásito 
a la célula. Todos los pretratamientos mostraron un número de trofozoitos adheridos similar 
al control tanto para MDI=1 (Figura 35) como para MDI=2 (Figura 36). 
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Figura 35: Adhesión de trofozoitos de Giardia intestinalis H7 a células CaCo-2-TC7 (MDI=1) tras ser 
preincubados en una relación 1:3 con sobrenadantes neutralizados provenientes de cultivos frescos de 
kefir en leche UHT, MTYI o permeado de suero 20% p/V o  L. plantarum CIDCA 83114 en MRS, MTYI 
y permeado de suero 20% p/V (A); o con sobrenadantes neutralizados provenientes de algunos de los 
productos deshidratados desarrollados para el presente trabajo de tesis - ver Tabla Resumen de Muestras- 
(B). Como control se utilizó PBS para la preincubación. Los resultados corresponden a por los menos 3 
ensayos independientes. Las barras de erros corresponden a la desviación estándar entre las diferentes 
muestras. 
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Figura 36: Adhesión de trofozoitos de Giardia intestinalis H7 a células CaCo-2-TC7 (MDI=2) tras 
ser preincubados en una relación 1:3 con sobrenadantes neutralizados provenientes de cultivos frescos 
de kefir en leche UHT, MTYI o permeado de suero 20% p/V o  L. plantarum CIDCA 83114 en MRS, 
MTYI y permeado de suero 20% p/V (A) o con sobrenadantes neutralizados provenientes de algunos 
de los productos deshidratados desarrollados para el presente trabajo de tesis - ver Tabla Resumen de 
Muestras- (B). Como control se utilizó PBS para la preincubación. Los resultados corresponden a por 
los menos 3 ensayos independientes. Las barras de erros corresponden a la desviación estándar entre 
las diferentes muestras. 
SEGUNDA PARTE – RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
160 
 
Se incrementó entonces la proporción del sobrenadante, pasando a una relación 1:1 (una 
parte de sobrenadante neutralizado y filtrado; una parte de suspensión de Giardia en DMEM 
de adhesión), sospechando que la ausencia de un efecto antiadherente podía deberse a una 
baja concentración de factores extracelulares presentes en dicho sobrenadante. Como se 
puede observar en las figuras 37 y 38, la adhesión de los trofozoitos de Giardia a la célula 
no se vio afectada por un incremento en la cantidad de sobrenadante durante la preincubación 
para ninguna de las dos MDI evaluadas. Los valores de adhesión para las MDI ensayadas 
concuerdan con los observados por Humen (2009) durante la puesta a punto de este modelo 
celular (Caco-TC7) para la adhesión con trofozoitos de Giardia intestinalis H7. Pérez y col. 
(2001), encontraron que la coincubación de trofozoitos con sobrenadantes de la cepa L. 
johnsonii LA1 neutralizados causaba la detención del ciclo celular de los trofozoitos en fase 
G1, sin embargo, la adhesión de los mismos a las células no presentó cambios. Estos 
trofozoitos, sin embargo, perdían su morfología normal y su capacidad de movimiento, lo 
que indica que existe adhesión de los parásitos a las células pese a que el ciclo celular esté 
detenido.  
En el presente trabajo de tesis no se observaron diferencias de adhesión en los trofozoitos 
tratados con sobrenadantes neutralizados. Esto indica que la funcionalidad de los trofozoitos 
para el proceso de adhesión está conservada lo cual implica morfología y movilidad 
normales de los parásitos. Sin embargo, como fuera demostrado por Humen (2009), las 
células epiteliales presentan alteraciones estructurales y funcionales como consecuencia de 
la adhesión de los trofozoitos. En consecuencia, marcadores relacionados con las proteínas 
de unión intercelular resultan más apropiados para profundizar los estudios del posible efecto 
protector de los sobrenadantes y/o productos.  
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Figura 37: Adhesión de trofozoitos de Giardia intestinalis H7 a células CaCo-2-TC7 (MDI=1) tras 
ser preincubados  en una relación 1:1 con sobrenadantes neutralizados provenientes de cultivos 
frescos de kefir en leche UHT, MTYI o permeado de suero 20% p/V o  L. plantarum CIDCA 83114 
en MRS, MTYI y permeado de suero 20% p/V (A) o con sobrenadantes neutralizados provenientes 
de algunos de los productos deshidratados desarrollados para el presente trabajo de tesis - ver Tabla 
Resumen de Muestras- (B). Como control se utilizó PBS para la preincubación. Los resultados 
corresponden a por los menos 3 ensayos independientes. Las barras de erros corresponden a la 
desviación estándar entre las diferentes muestras. 
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Figura 38: Adhesión de trofozoitos de Giardia intestinalis H7 a células CaCo-2-TC7 (MDI=2) 
tras ser preincubados en una relación 1:1 con sobrenadantes neutralizados provenientes de 
cultivos frescos de kefir en leche UHT, MTYI o permeado de suero 20% p/V o  L. plantarum 
CIDCA 83114 en MRS, MTYI y permeado de suero 20% p/V (A) o con sobrenadantes  
neutralizados provenientes de algunos de los productos deshidratados desarrollados para el 
presente trabajo de tesis - ver Tabla Resumen de Muestras- (B). Como control se utilizó PBS 
para la preincubación. Los resultados corresponden a por los menos 3 ensayos independientes. 
Las barras de erros corresponden a la desviación estándar entre las diferentes muestras. 
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Por último, se intentó evaluar el efecto de las los microorganismos presentes en los diferentes 
productos deshidratados elaborados sobre la adhesión, pero observamos limitaciones en 
modelo de estudio escogido. Dichas limitaciones estuvieron relacionadas con la 
imposibilidad de separar totalmente las bacterias provenientes de las muestras de los 
trofozoitos tras la preincubación. Así, las bacterias que son arrastrados junto con los 
trofozoitos luego de la preincubación, acidifican el medio de cultivo durante la coincubación 
con las células dando lugar a desarreglos/desprendimientos en la monocapa celular, que 
imposibilitan evaluar el grado de adhesión del parásito. Además, esta acidificación del medio 
generó alteraciones morfológicas y de movimiento en los trofozoitos, como se observó en 
los ensayos de proliferación. 
 
2.4.1.4 Efecto sobre las proteínas de unión intercelular 
Se realizaron ensayos de infección de Giardia sobre el modelo celular para evaluar el efecto 
del parásito sobre la distribución de las proteínas de unión intercelular y si dicho efecto es 
modificado por la presencia de los sobrenadantes de los productos frescos o deshidratados. 
Para ello se infectaron células Caco-2-TC7 desde el polo apical con trofozoitos de Giardia, 
en combinación o no con sobrenadante de kefir fresco o con permeado de suero 
Luego de 24 h de incubación, las células fueron procesadas para la detección de las proteínas 
en cuestión por inmunofluorescencia indirecta, tal y como se describe en materiales y 
métodos (Ver 2.3.2.4.1). 
El epitelio intestinal es un componente clave de la barrera intestinal, la cual es la primera 
línea de defensa contra sustancias o microorganismos nocivos que puedan estar presentes en 
los alimentos que se ingieren. La función de barrera se mantiene mediante la expresión de 
complejos de unión celular, que sellan las células adyacentes y proporcionan anclaje al 
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citoesqueleto. Las uniones estrechas (TJ por sus siglas en inglés, tight junctions) son 
complejos dinámicos de múltiples proteínas que funcionan como barrera paracelular 
selectiva / semipermeable, que facilita el paso de iones y solutos a través del espacio 
intercelular, al tiempo que evita la translocación de antígenos luminales, microorganismos y 
sus toxinas. 
La expresión de proteínas de los complejos de unión en el intestino está altamente regulada 
y depende de compartimento intestinal (intestino delgado o grueso), localización de 
vellosidades / criptas y especificidad de la membrana celular (apical, lateral o basolateral). 
El patrón complejo de la expresión de las proteínas de unión estrecha en el intestino está 
relacionado con las funciones específicas de una región intestinal particular y su 
localización. Además, la actividad y localización de estas proteínas está regulada por la 
fosforilación, la cual puede promover la formación de TJ y la función de barrera, o 
alternativamente promover la redistribución de proteínas TJ y la desestabilización de los 
complejos de unión (Furuse y col. 1993; Groschwitz y Hogan. 2009; Zihni y col., 2016). 
Observaciones de modelos in vitro e in vivo han establecido que los parásitos como Giardia 
aumentan la permeabilidad intestinal. (Dagci y col., 2002; Scott y col., 2002; Buret, 2007). 
Este hecho es de gran relevancia clínica, ya que se ha demostrado que esta pérdida de la 
función barrera en el epitelio intestinal resulta en un aumento de la absorción de antígenos 
luminales, generando así diversas patologías como IBD (del inglés: Intestinal Bowel Disease 
- Enfermedad inflamatoria intestinal), enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa (Catalioto, 
2011). 
Varios autores observaron que la pérdida de la función barrera en el epitelio intestinal 
asociada a la infección por Giardia se relacionaba con diversos cambios en las estructuras 
celulares, como modificaciones en el esqueleto de F-actina y modificaciones en la 
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distribución de las proteínas presentes en los complejos de unión estrecha, como ocludina y 
claudina-1 (Scott y col., 2002; Humen y col., 2011). Así resulta de interés evaluar la 
distribución de estas proteínas de unión estrecha ante la infección por parte de Giardia en 
un modelo celular e indagar acerca de la acción del sobrenadante de kefir en este modelo. 
Para este trabajo se hizo foco en dos proteínas que forman parte de las uniones estrechas de 
los enterocitos: claudina-1 y ocludina.  
La ocludina es una proteína integral de las uniones estrechas de epitelios y endotelios. Posee 
cuatro dominios transmembrana, tres citoplasmáticos, y dos loops extracelulares. Esta 
proteínas se une a ZO-1 (zona occludens 1) formando un puente con el citoesqueleto de 
actina (Madara, 1987). Claudina-1 es una proteína de la familia de las claudinas que se 
encuentra en epitelios con alta resistencia eléctrica transepitelial (TEER, del inglés: 
Transepithelial Electrical Resistance) donde co-localiza con ocludina, y una combinación de 
ambas proteínas es necesaria para el establecimiento de una barrera paracelular efectiva 
(Furuse y col., 2002). La deslocalización de estas proteínas de unión estrecha puede 
utilizarse como un indicador más fino de los efectos producidos por la infección de las 
células por parte de Giardia como mostró Humen (2009), ya que está directamente 
relacionada con la diminución de la TEER y la pérdida de función barrera generada por el 
parásito.  
En las figuras 39 y 40 se muestra la distribución de ocludina y claudina-1 respectivamente 
en diferentes condiciones, destacándose la pérdida de la distribución normal de ambas al ser 
incubadas con trofozoitos de Giardia intestinalis durante 24 h. 
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En los controles sin infectar se evidencia una estructura típica en forma de panal de abejas 
(Figura 39 A y Figura 40 A) con una localización preferente de estas proteínas en los 
contactos célula-célula. Esta distribución se vuelve discontinua y se deslocaliza de las zonas 
de contacto célula-célula cuando la monocapa celular es infectada por trofozoitos de Giardia 
intestinalis  (Figura 39 B y Figura 40 B). Con respecto a los ensayos en presencia de 
 
Figura 39: Distribución de ocludina por inmunofluorescencia indirecta en células Caco-
2/TC7. Proyección de las imágenes tomadas por microscopía confocal con un objetivo de 
inmersión Plan Apochromat 63X/1.40. (A) Control no infectado. (B) Células Caco-2/TC7 
infectadas con Giardia intestinalis H7 (MDI=2). (B) Células Caco-2/TC7 coincubadas con 
sobrenadante de kefir fresco neutralizado. (D) Células Caco-2/TC7 infectadas con Giardia 
intestinalis H7 (MDI=2) y sobrenadante de kefir fresco neutralizado. Las imágenes son 
representativas de al menos tres ensayos independientes. 
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sobrenadante de kefir fresco, se observó una mayor pérdida de la distribución normal para 
claudina-1 (Figura 40 C), con una deslocalización importante de dicha proteína hacia el 
centro de las células. Para ocludina, en cambio, si bien se observa una deslocalización hacia 
otras zonas del citoplasma, la localización en los contactos célula-célula parece ser 
predominante (Figura 39 C). 
 
Figura 40: Distribución de claudina-1 por inmunofluorescencia indirecta en células Caco-
2/TC7. Proyección de las imágenes tomadas por microscopía confocal con un objetivo de 
inmersión Plan Apochromat 63X/1.40.  (A) Control no infectado. (B) Células Caco-2/TC7 
infectadas con Giardia intestinalis H7 (MDI=2). (B) Células Caco-2/TC7 desafiadas con 
sobrenadante de kefir fresco neutralizado. (D) Células Caco-2/TC7 infectadas con Giardia 
intestinalis H7 (MDI=2) y sobrenadante de kefir fresco neutralizado. Las imágenes son 
representativas de al menos tres ensayos independientes. 
 
SEGUNDA PARTE – RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
168 
 
En cuanto a los ensayos con los trofozoitos de Giardia intestinalis y el sobrenadante de kefir 
fresco neutralizado, observamos para ambas proteínas una pérdida total de su distribución 
normal, distribuyéndose de un modo más o menos uniforme hacia el centro de las células 
(Figura 39 D y Figura 40 D). 
Por otra parte, al tratar la monocapa celular con sobrenadante de kefir elaborado en permeado 
de suero al 20 % (esterilizado por filtración y neutralizado) se observó un alto grado de 
desprendimiento de la monocapa celular. Esto parecería estar relacionado con la alta 
concentración de permeado utilizado, ya que el mismo fenómeno se observó con el 
permeado de suero al 20 % sin fermentar (imágenes no mostradas). 
A pesar de que la deslocalización de estas proteínas es útil como un indicador de la infección, 
el sistema resulta muy sensible para evaluar el efecto de un producto de composición 
compleja como los elaborados en este trabajo de tesis. Tanto las células en cultivo como los 
trofozoitos de Giardia son muy sensibles a la composición del medio y a las condiciones de 
crecimiento, y, como se puso de manifiesto al experimentar con el permeado de suero 20 % 
(p/v) (fermentado o no), este sistema experimental mostró limitaciones para evaluar los 
efectos en presencia de todos los actores relevantes al sistema. Más aún, el estudio del efecto 
de microrganismos presentes en los productos desarrollados en este sistema experimental se 
vio totalmente imposibilitado debido a su actividad acidificante que es tiene un efecto 
adverso sobre los trofozoitos y las células. La imposibilidad de generar un sistema 
experimental en el cual se puedan involucrar los tres actores deseados: trofozoitos, células 
de epitelio intestinal y bacterias probióticas, llevó a la necesidad de experimentar en un 
modelo animal, en el cual se puedan observar otros indicadores que permitan establecer si 
la administración de un producto probiótico puede prevenir los efectos causados por la 
infección por parte de Giardia. 
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2.4.2 Ensayos in vivo 
2.4.2.1 Recuento de trofozoitos en intestino delgado 
La presencia de trofozoitos viables en el intestino delgado es un indicio de una infección por 
Giardia en curso (Singer y col., 2000), incluso cuando la infección es transitoria. Los 
resultados de los recuentos de trofozoitos viables en intestino delgado muestran que la 
administración del probiótico en la condiciones ensayadas logró disminuir de un modo 
significativo (p < 0.05) la intensidad de infección tanto a los 3 como a los 7 días post 
infección, respecto al grupo al cual no se le administró el probiotico. (Figuras 41 y 42).   
Varios autores han reportado una disminución en la intensidad de infección de Giardia in-
vivo. Benyacoub y col. (2005) encontraron que la administración de un probiótico 
(Enterococcus faecium SF68) es capaz de atenuar la infección por Giardia en ratones 
C57BL/6. Shulka y col. (2008) reportaron una disminución de la intensidad de la infección 
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Figura 41: Recuento de trofozoitos viables en intestino 3 días post infección. G: Grupo 
infectado con Giardia intestinalis cepa H7; PG: Grupo tratado con el producto 
probiótico e infectado con Giardia  intestinalis cepa H7. El asterisco indica una 
diferencia significativa (p < 0,05) entre las medianas. Los resultados graficados 
corresponden a por lo menos dos ensayos independientes. 
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por Giardia y una resolución de dicha infección tras 14 días mediante la administración de 
la cepa probiótica Lactobacillus casei. Más aún, nuestros resultados concuerdan con los 
reportado para kefir (Correa Franco, 2013) y con un producto probiótico compuesto por tres 
cepas aisladas de kefir entre las que se incluye L. plantarum CIDCA 83114 (Humen ,2009). 
Cabe destacar que Humen (2009) no observó un efecto antagónico frente a Giardia por parte 
de otras cepas probióticas (L. acidophilus); lo que sugiere que el efecto antagónico no es una 
propiedad general de los lactobacilos.  
Así, este resultado no sólo da indicios de un efecto antagónico por parte de la cepa utilizada, 
si no que demuestra que la administración del probiótico deshidratado suspendido en agua 
de bebida mantiene las propiedades inhibitorias disminuyendo la intensidad de la infección.  
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Figura 42: Recuento de trofozoitos viables en intestino 7 días post infección. G: Grupo  
infectado  con  Giardia intestinalis cepa H7; PG: Grupo tratado con el producto probiótico e 
infectado con Giardia  intestinalis cepa H7. El asterisco indica una diferencia significativa 
(p < 0,05) entre las medianas. Los resultados graficados corresponden a dos ensayos 
independientes. 
 
SEGUNDA PARTE – RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
171 
 
2.4.2.2 Análisis histológico 
Los estudios en humanos y modelos animales han demostrado que los trofozoitos de Giardia 
no invaden el tejido intestinal, y la fisiopatología de la giardiasis sólo incluye ocasionalmente 
un aumento de linfocitos intraepiteliales y la atrofia parcial de las vellosidades intestinales 
(Cotton y col., 2011). Pese a que la infección por parte de este G. intestinalis en modelo 
murino tiene un carácter transitorio, se ha demostrado en varias investigaciones para 
evidenciar el acortamiento de las vellosidades intestinales y la perdida funcionalidad del 
epitelio intestinal (Shukla y Sidhu, 2011; Solaymani-Mohammadi y col, 2011). 
En las micrografías de cortes histológicos de intestino (Figura 43) podemos ver para el grupo 
G (Figura 43, D), y comparándolo con el control (Figura 43, A), un acortamiento de las 
vellosidades intestinales, aunque no se evidencian signos notables de inflamación. Por su 
parte, la administración del probiótico (como se observa para el grupo P en la Figura 43, B)  
no generó daño o acortamiento de las vellosidades. Para el caso del grupo PG  (Figura  43, 
C) se evidencia un acortamiento de las vellosidades intestinales, pero en menor número que 
para el grupo G, indicando que la administración del producto probiótico disminuye el daño 
a las vellosidades intestinales causado por la infección del parásito. 
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Figura 43: Coloración hematoxilina-eosina para cortes histológicos de intestino. Cada imagen 
es representativa de uno de los grupos definidos para los ensayos in-vivo: A) Grupo C: grupo 
control sin tratamiento; B) Grupo P: grupo que consumió sólo el producto probiótico; C) 
Grupo PG: Grupo tratado con el producto probiótico e infectado con Giardia intestinalis cepa 
H7; y D) Grupo G: Grupo infectado con Giardia intestinalis cepa H7. El aumento en todos los 
casos es de 40X. 
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2.4.2.3 Análisis de poblaciones celulares en medula ósea 
Los mastocitos son reconocidos como células efectoras de la respuesta inmune contra varios 
parásitos. Si bien los mecanismos de respuesta inmune del hospedador frente a la infección 
por parte de Giardia no se encuentran totalmente dilucidados, varios autores han reportado 
que existe un rol importante por parte de los mastocitos y sus productos en el control de 
dicha infección. (Li y col, 2004, López-Romero y col. 2015). En este sentido, antecedentes 
de nuestro grupo de investigación demostraron que existía un incremento en el número de 
mastocitos en bazo de hembras de ratón infectadas con Giardia, y que, además, este 
incremento no era observado cuando los animales consumían un probiótico antes y durante 
el transcurso de la infección por parte del parásito (Humen, 2009). Dado que el bazo es un 
órgano hematopoyético en ratón, estos hallazgos sugieren un incremento de las células 
hematopoyéticas comprometidas en el linaje mieloide. Siguiendo este razonamiento, y 
basados en los trabajos de Salva y col., (2012 y 2014), se decidió realizar una evaluación 
mediante citometría de flujo de las diferentes poblaciones hematopoyéticas en medula ósea, 
que es el órgano hematopoyético por excelencia. 
Las citometrías realizadas para identificar las diferentes poblaciones hematopoyéticas 
presentes en la medula ósea de los ratones no mostraron diferencias significativas entre los 
diversos tratamientos y el control (Figura 44). Posiblemente, debido al carácter transitorio 
de la infección en el modelo murino escogido y una cuestión de localización anatómica el 
incremento en el número de mastocitos observado en bazo por Humen (2009) no pudo 
reflejarse en el análisis de poblaciones celulares de medula ósea. Tampoco se hallaron 
diferencias en las distintas subpoblaciones celulares del linaje linfoide maduro (Figura 45).  
Además, si bien este método ha permitido establecer que una cepa probiótica de L. 
rhamnosus promueve la mielopoyesis en ratones (Salva y col., 2014), es necesario destacar 
que los efectos fueron observados en modelos experimentales muy diferentes al empleado 
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en el presente trabajo de tesis ya que se utilizaron ratones inmunocomprometidos o 
desnutridos. En las condiciones del presente trabajo de tesis, los estímulos empleados son de 
carácter mucho más moderado, pudiendo ser esta la razón por la cual no se observó un 
cambio significativo de alguna población hematopoyética en particular. 
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Figura 44: Cuantificación por citometría de flujo de las diferentes poblaciones celulares presentes en 
la medula ósea de los distintos grupos evaluados en el ensayo. C: grupo control sin tratamiento; P: 
grupo que consumió sólo el producto probiótico; G: Grupo infectado con Giardia intestinalis cepa 
H7. PG: Grupo tratado con el producto probiótico e infectado con Giardia intestinalis cepa H7.  Los 
resultados graficados corresponden al promedio de por lo menos 5 animales, las barras de error 
corresponden a la desviación estándar. 
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2.4.2.4 Análisis de la expresión de citoquinas en placas de Peyer 
El epitelio intestinal posee un rol fundamental en el mantenimiento de la homeostasis inmune 
en el intestino, no sólo actuando como una barrera entre el contenido luminal intestinal, si 
no también actuando como mediador con células inmunes subyacentes. Además, en un actor 
activo en el mantenimiento la microbiota y la relación de ésta con el huésped. Sin embargo, 
la barrera epitelial intestinal no impide completamente que diversas moléculas y/o 
estructuras presentes en el contenido luminal y capaces de desencadenar una respuesta 
inmune ingresen en los tejidos. Estos estímulos pueden penetrar en la mucosa intestinal y 
1
0
e
6
 c
e
lu
la
s
/f
e
m
u
r
 N
e u
tro
f il
o s
M
o n
o c
ito
s
E o
s i
n o
f il
o s
0
1 0
2 0
3 0
G ru p o  C
G ru p o  G
G ru p o  P G
G ru p o  P
 
Figura 45: Cuantificación por citometría de flujo de las diferentes poblaciones celulares  
pertenecientes al linaje mieloide maduro presentes en la medula ósea de los distintos grupos 
evaluados en el ensayo. C: grupo control sin tratamiento; P: grupo que consumió sólo el producto 
probiótico; G: Grupo infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: Grupo tratado con el producto 
probiótico e infectado con Giardia intestinalis cepa H7. Los resultados graficados corresponden al 
promedio de por lo menos 5 animales, las barras de error corresponden a la desviación estándar. 
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alcanzar el tejido linfoide asociado con el intestino (GALT, del inglés: Gut-associated 
lymphoid tissue) a través de distintas vías. Si bien los antígenos pueden ingresar a través de 
los enterocitos, la entrada a través de células M presentes en las placas de Peyer constituye 
una vía altamente relevante.  Las células M captan antígenos luminales lo cual facilita el 
contacto con las CPA (células presentadoras de antígenos) que internalizan y procesan los 
antígenos para presentar regiones peptídicas de éstos en la membrana plasmática asociados 
a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Este conjunto (péptido-
MHC) es reconocido por el receptor de células T (TCR). Las CPA activadas pueden 
interaccionar con linfocitos T colaboradores (Th) de las áreas interfoliculares de la placa de 
Peyer o migrar hacia los ganglios linfáticos mesentéricos a través de vasos linfáticos. 
Una vez activados, los linfocitos Th pueden diferenciarse principalmente en diferentes 
subpoblaciones efectoras denominadas Th1, Th2 y Th17, con diferente funcionalidad y que 
generan un perfil de citoquinas específico. 
Los linfocitos Th1 se caracterizan por la secreción de interferón γ (IFNγ), interleuquina 2 
(IL-2) y linfotoxina (LT o TNF-β) y su función principal es la defensa mediada por fagocitos 
contra infecciones, especialmente frente a microorganismos intracelulares (virus, bacterias 
y algunos protozoos). Por otra parte, los linfocitos Th2 productores de IL-4, IL-5 e IL-13 
actúan como mediadores de reacciones alérgicas y en la defensa frente a infecciones 
producidas por patógenos extracelulares. La tercera subpoblación efectora, Th17, 
caracterizada por la secreción de IL-17 e IL-6, parece estar implicada en la defensa frente a 
infecciones bacterianas y fúngicas no cubiertas totalmente por los perfiles de respuesta Th1 
y Th2 (Harrington y col., 2005; Park y col., 2005). 
Además de estas tres subpoblaciones efectoras, está establecida la presencia de linfocitos T 
reguladores: linfocitos Treg productores principalmente de IL-10 y linfocitos Th3 
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caracterizados por la secreción de factor de transformación del crecimiento β (TGF-β, del 
inglés: Transforming Growth Factor). Estos linfocitos son especialmente importantes en el 
intestino por su capacidad regulatoria de la respuesta inmunitaria durante procesos 
inflamatorios e infecciosos. Además desempeñan un papel clave en el desarrollo de la 
tolerancia oral frente antígenos inocuos procedentes de la dieta y de la microbiota comensal, 
entendiéndose por tolerancia oral la modulación de la respuesta inmunitaria sistémica frente 
a un antígeno, al cual un individuo ha estado previamente expuesto a través del tracto 
gastrointestinal. 
En la giardiasis, la mayoría de las interleuquinas son producidas por linfocitos CD4 + de las 
placas de Peyer o generadas a partir del GALT como resultado de la estimulación antigénica 
a través de la etapa quística de G. intestinalis (Scott, y col., 2004). El tipo y la cantidad de 
estas respuestas de citoquinas pueden verse afectadas por el parásito infectante, ya sea 
invasivo o no invasivo (Jung, y col., 1995). Por este motivo el análisis de la expresión de 
citoquinas en placas de Peyer puede dar un indicio de las vías inmunitarias que son activadas 
por el parásito y si la administración del producto probiótico ejerce modificaciones en los 
niveles de expresión lo cual podrías estar relacionado con los mecanismos que expliquen el 
potencial efecto benéfico de los probióticos en el contexto de una infección con Giardia. 
La habilidad del huésped para erradicar efectivamente un organismo invasor depende de la 
respuesta inmune efectora ejecutada. Tal como se explicó, las células Th1 son más adecuadas 
para proteger contra parásitos intracelulares mientras que los parásitos extracelulares son 
mejor controlados por un perfil mixto Th2 y Th1 (Annunziato y col., 2015; Romagnani, 
1997). La reacción óptima contra parásitos extracelulares es dada por células Th2, las cuales 
también inhiben el desarrollo de células Th1 y actividad de macrófagos, evitando así la 
tentativa de destruir grandes parásitos a través de la respuesta Th1 y de macrófagos, la cual 
puede ser dañina para el huésped (Allen y col., 2014; Finkelman y col., 1997).  
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En la Figura 46 se muestran las expresiones relativas de IL-10 (A) e IL-12 (B) para los 
distintos grupos experimentales. 
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Figura 46: Expresión Relativa de IL-10 (A) e IL-12 (B) con respecto al grupo control en los 
diferentes grupos experimentales. C: grupo control sin tratamiento; P: grupo que consumió sólo la 
cepa probiótica; G: Grupo infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: Grupo tratado con la 
cepa probiótica e infectado con Giardia intestinalis cepa H7. Los resultados graficados 
corresponden al promedio de todos los animales dentro del grupo experimental, mientras que la 
barra de error corresponde a la desviación estándar entre las medidas. Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas: p < 0,1 = *; p < 0,05=** y p < 0,01=***.  
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Como se puede observar en la Figura 46, el tratamiento con la cepa probiótica estimula 
significativamente la producción de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 con respecto al 
grupo control y disminuye la expresión de IL-12. La infección con el parásito, también 
estimula la producción de IL-10, pero en menor medida que la administración del probiótico. 
Además, a diferencia de los grupos tratados con probiótico, Giardia aumenta la producción 
de IL-12. El aumento de IL-12 producido por Giardia no se observa en el grupo PG, lo que 
es compatible con un efecto inmunomodulador del probiótico.  
Este efecto, se visualizó mejor al evaluar la relación IL-10/IL-12 para cada grupo (Figura 
47).  
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Figura 47: Relación IL-10/IL-12 para los distintos grupos experimentales. C: grupo 
control sin tratamiento; P: grupo que consumió sólo la cepa probiótica; G: Grupo 
infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: Grupo tratado con la cepa probiótica 
e infectado con Giardia  intestinalis cepa H7. Los asteriscos indican diferencias 
estadísticamente significativas: p < 0,1 = *; p < 0,05=** y p < 0,01=***. 
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Si bien se observó que existe un efecto inmunomodulador por parte de Giardia (grupo G), 
este fue sustancialmete inferior comparado con el grupo PG, cuyo efecto inmunomodulador 
fue similar al observado para el grupo P. La administración del probiótico parece estimular 
una respuesta Th2 (que sería adecuada frente a la infección por un parásito extracelular), 
mientras que el grupo sólo infectado con Giardia (grupo G) aumentó la producción de IL-
12 evitando este tipo de respuesta.  
Uno de los efectos principales de IL12 es aumentar la producción de IFN-γ, el cual dirige el 
perfil de diferenciación de los linfocitos T CD4+ hacia Th1. Sin embargo, para el grupo G 
observamos una fuerte inducción en la expresión de IL12, pero que no se correlaciona con 
un alto nivel de IFN-γ (Figura 50).  Singer y Nash (2000) observaron una eliminación normal 
del parásito en ratones deficientes en IFN-γ, lo que indicaría que tanto Th1 como Th2 no son 
absolutamente necesarias para la resolución de la infección, o, que la respuesta inmune frente 
a la invasión por Giardia utiliza una vía diferente.  Esta última hipótesis ha cobrado fuerza 
desde los reportes de Saghaug y col. (2016) que observaron un aumento importante de la 
expresión de IL-17 en individuos infectados por el parásito, lo que sugiere que la vía Th17 
cumple un rol destacado para la eliminación de Giardia del organismo.  
Como se muestra en la Figura 48, la expresión de TNF-α fue significativamente mayor en 
los ratones infectados con el parásito. Esto concuerda con las afirmaciones de Grit y col. 
(2014), que establecen que TNF-α es otra citoquina proinflamatoria liberada durante la 
infección por Giardia. La administración del probiótico también generó un aumento 
significativo de los niveles de expresión de TNF-α, el cual pudo ser un efecto 
inmunomodulador directo del probiótico administrado o estar relacionado con los cambios 
generados por el mismo en la composición de la microbiota que pueden desencadenar 
repuestas inmunes en el hospedador (ver más adelante, sección 2.4.2.5). 
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Por su parte, la administración del probiótico antes y durante la infección con el parásito 
(Grupo PG) moderó este aumento en la expresión de TNF-α, sugiriendo una disminución en 
la respuesta generada por el parásito. Si bien existen reportes acerca del rol de TNF-α en la 
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Figura 48: Expresión Relativa de INF- γ (A) e TNF-α (B) con respecto al grupo control. C: 
grupo control sin tratamiento; P: grupo que consumió sólo la cepa probiótica; G: Grupo 
infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: Grupo tratado con la cepa probiótica e infectado 
con Giardia  intestinalis cepa H7. Los resultados graficados corresponden al promedio de todos 
los animales dentro del grupo experimental, mientras que la barra de error corresponde a la 
desviación estándar entre las medidas. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas: p < 0,1 = *; p < 0,05=** y p < 0,01=***.  
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giardiasis (Grit y col., 2014; Zhou y col., 2007), los mecanismos mediante los cuales TNF-
α afecta a Giardia no se encuentran completamente dilucidados. Las observaciones ya 
comentadas respecto a la necesidad de una respuesta inmune de perfil mixto Th1 y Th2 para 
la eliminación del parasito y los reportes que informan acerca de una posible participación 
de la respuesta Th17, sugieren que la infección con Giardia desencadena una amplia gama 
de citoquinas que resulta en una respuesta integrada de la inmunidad innata con la adaptativa 
para la eliminación del parásito.  
 
2.4.2.5 Análisis de la microbiota fecal 
Los mecanismos por los cuales Giardia coloniza el tracto gastrointestinal e induce la 
enfermedad diarreica siguen sin dilucidarse completamente (Bartelt 2015). Giardia no 
produce toxinas, y la colonización por parte del parásito no induce una reacción inflamatoria 
robusta (Bartelt, 2015; Cotton y col., 2015). Se sabe que las infecciones por Giardia pueden 
conducir a síndromes posinfecciosos, que incluyen desnutrición, síndrome del intestino 
irritable (IBD, del inglés: Inflammatory Bowel Disease) y síndrome de fatiga crónica. Varios 
de estos síndromes se asocian con un desbalance en la microbiota intestinal, y se sabe que 
las comunidades microbianas intestinales tienen un rol fundamental en la colonización por 
parte de patógenos.  
Existe evidencia de que las interacciones entre Giardia y estos microbios comensales 
podrían contribuir a las variaciones en la patogénesis y los síntomas adversos asociados con 
la giardiasis (Eckmann L., 2003; Singer ,2000). Esta idea está respaldada por la evidencia 
de una relación directa entre la infección por Giardia y el sobrecrecimiento bacteriano 
intestinal (Müller y von Allmen, 2005.). La infección por Giardia, además, causa una mayor 
traslocación bacteriana una vez que ésta se resuelve como secuela de la interrupción de la 
barrera intestinal. 
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Junto con los efectos directos sobre los tejidos del huésped, Giardia podría causar 
alteraciones en la microbiota intestinal, al alterar la composición microbiana, las capacidades 
metabólicas o la homeostasis química en la luz del tracto digestivo. En este sentido, se ha 
demostrado que en modelo merión, Giardia causa un deterioro de la estructura epitelial del 
intestino muy similar al observado en la enteritis bacteriana y enfermedad de Crohn (Buret 
y col. 1992; Humen y col., 2005), dos patologías asociadas a desbalances en la microbiota 
intestinal. Otras enfermedades intestinales asociadas a desbalances de la microbiota 
intestinal incluyen enfermedades infecciosas con patógenos bacterianos conocidos (Ej., 
Clostridium difficile o Salmonella enterica serovar Typhimurium) y enfermedades 
inmunomediadas en las que la totalidad de la comunidad intestinal parece perturbada en 
ausencia de una especie patógena dominante (Ej., enfermedad de Crohn y enfermedad del 
intestino irritable [IBS: del inglés: Irritable bowel syndrome]) (Faber y col., 2014; Hold y 
col. 2014; Torres y col. 2000; Weingarden y col. 2015). 
Barash y col. (2017) demostraron que la colonización por Giardia del intestino delgado en 
ratones causa una disbiosis que persiste durante la infección. Esta disbiosis puede estar 
mediada directamente a través del metabolismo anaeróbico único del parásito y / o 
indirectamente a través de la inducción del parásito de las respuestas del huésped. Esta 
alteración sistémica de la ecología intestinal murina también podría explicar la variación 
observada en la giardiasis con respecto a la patología del huésped, el grado de colonización 
del parásito, el inicio de la infección y su eventual eliminación. 
Así, resulta de gran interés evaluar las modificaciones producidas en la microbiota por parte 
del parásito, y como ésta se ve modificada o no mediante la administración del probiótico. 
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2.4.2.5.1 Análisis por DGGE 
 Se amplificó una región del gen que codifica para el ARNr 16S bacteriano en todas las 
muestras de ADN provenientes de las heces de los ratones de los experimentos in-vivo para 
evaluar por DGGE la composición de la microbiota en los animales sometidos a distintos 
tratamientos 
A modo de ejemplo se muestra en la Figura 49 uno de los geles de DGGE obtenidos durante 
el presente trabajo. En dicha figura podemos observar la presencia de bandas distintivas para 
el grupo PG (calles 1,2 y3), que no se evidencian en las calles para los grupos infectado con 
Giardia (calles 4 a 7) o control (calles 8 y9). También, se observa para el grupo control 
(Calles 8 y 9) la ausencia de una banda que aparece en los otros grupos y la presencia de otra 
banda que sólo se evidencia en el grupo control. 
 
Figura 49: Fotografía de un gel de DGGE. Calles 1 a 3 Grupo PG (grupo tratado con la cepa 
probiótica e infectado con Giardia  intestinalis cepa H7); Calles 4 a 7 Grupo G (grupo infectado con 
Giardia intestinalis cepa H7) y Calles 8 y 9 grupo C (grupo control sin tratamiento).  Con flechas 
verdes se destacan bandas de interés para el análisis. 
 
SEGUNDA PARTE – RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
185 
 
 
El dendrograma obtenido a partir del análisis de las bandas presentes en los geles de DGGE 
muestra una separación clara en 4 grupos, coincidentes con los grupos que se definieron en 
el esquema experimental (Figura 50). Este hallazgo resulta de suma importancia porque 
indica que los cambios de la microbiota producidos en las diferentes condiciones, pueden 
ser detectados mediante estudios de DGGE y alientan a realizar técnicas más refinadas que 
permitan indagar con más detalle las modificaciones producidas. 
 
2.4.2.5.2 Análisis por secuenciación 
La existencia de grupos tan definidos en los ensayos de DGGE condujo a la realización de 
un análisis por secuenciación para establecer la abundancia relativa de las distintas 
 
Figura 50: Dendrograma para la DGGE de los perfiles bacterianos totales. El análisis de 
agrupamiento se realizó utilizando el enlace UPGMA. C: grupo control sin tratamiento; P: grupo 
que consumió sólo la cepa probiótica; G: Grupo infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: 
Grupo tratado con la cepa probiótica e infectado con Giardia  intestinalis cepa H7. 
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subpoblaciones bacterianas presentes en los diferentes grupos experimentales. Estos 
resultados se muestran en la Figura 51. 
La administración del producto deshidratado elaborado a base de la cepa probiótica condujo 
a un aumento de Lactobacillaceae muy importante, representando un 25 % del total de las 
diferentes familias bacterianas identificadas en el grupo que recibió el tratamiento con el 
probiótico (Figura 51, B). El grupo que recibió el probiótico y además fue infectado con 
Giardia (Figura 51, C), también mostró una cantidad elevada de Lactobacillaceae respecto 
al control, representando casi un 10 % de la microbiota residente. Este resultado indica que 
cepa probiótica administrada generó un cambio de la composición de la microbiota 
intestinal. Es muy probable que el aumento de la subpoblación de lactobacilos esté asociado 
a la presencia de la bacteria administrada pero no puede descartarse el efecto sobre la 
abundancia de otros lactobacilos. 
En este sentido, existen trabajos con otras cepas probióticas aisladas de kefir que muestran 
un incremento significativo en la cantidad de Lactobacillus spp.cultivables en muestras 
fecales de ratones tratados durante 21 días con probiótico (Carasi y col., 2015). 
Resulta interesante observar como la infección con el parásito modifica la abundancia 
relativa de ciertas especies. Barash y col. (2017), reportaron que la giardiasis perturba la 
diversidad y abundancia de las comunidades microbianas comensales del huésped. Esta 
alteración de la ecología intestinal comensal murina durante la giardiasis probablemente 
contribuye al inicio de la infección, el grado de colonización, la inducción de la patología en 
el huésped y / o la eliminación eventual del parásito (Singer y Nash, 2000; Eckmann, 2003).  
En general, los phyla Firmicutes y Bacteroidetes dominan la comunidad intestinal 
microbiana, representando más del 90 % de la abundancia relativa de microbios intestinales 
tanto en humanos como en ratones (Arumugam y col. 2011; Nguyen y col., 2015), mientras 
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que los miembros de Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia son phyla menos 
abundantes. 
El phylum Bacteroidetes se compone de bacterias anaerobias Gram negativas, no 
formadoras de esporas, que toleran la presencia de oxígeno pero no pueden usarlo para el 
crecimiento (como Bacteroides fragilis). Los Firmicutes, por su parte, son un phylum 
diverso compuesto principalmente por 2 clases: Bacilli y Clostridia. Incluye microrganismos 
Gram-positivos, anaeróbicos (Clostridia) y aerobios obligados o facultativos (Bacilli) 
caracterizados por un bajo contenido de GC. Los lactobacilos, como el L. plantarum que fue 
administrado a los animales durante el ensayo, se incluye dentro de la clase Bacilli. Las 
Actinobacterias, por ejemplo Bifidobacterium, son bacilos ramificados, Gram-positivos, no 
móviles, no formadoras de esporas y anaerobios, Mientras que las Proteobacterias (p. Ej., 
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter) son anaerobios aeróbicos o facultativos, Gram-
negativos, no formadores de esporas, que habitan en el tracto intestinal de todos los 
vertebrados (Belizário y Napolitano2015). 
Como se puede observar en la Figura 51, la infección por parte del parásito genera un 
desbalance en la microbiota en el cual disminuye la proporción de Bacteroidetes y aumenta 
la proporción de Firmicutes, sobre todo de los Clostridiales. Además, también se observa un 
aumento en la proporción de alfa proteobacteria y de las Verrucomicrobia (pertenecientes al 
superphylum Planctobaterias –PVC-) en el grupo de animales infectados por Giardia. 
Como se explicó anteriormente, varios autores han asociado el desbalance de la microbiota 
intestinal en una o varias especies bacterianas con patologías del tracto gastrointestinal. Por 
ejemplo, la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), cuyas principales manifestaciones 
clínicas son la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, se asocia con una disminución de 
Firmicutes y Bacteroidetes, y un aumento en Proteobacteria y Actinobacteria, en particular, 
las familias Pasteurellaceae, Veillonellaceae, Fusobacteriaceae, Enterobacteriaceae y 
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algunas cepas invasivas de E.coli. En las muestras fecales de pacientes con IBD 
disminuyeron Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroidetes y Actinobacteria y aumentaron 
Enterobacteriaceae y Proteobacteria. Esto coincide con los hallazgos de Shin y col. (2015) 
quienes reportaron que un incremento de Proteobacteria en el intestino refleja disbiosis o 
una estructura de la comunidad microbiana intestinal inestable. Además de las 
proteobacterias enteropatógenas exógenas que podrían ingresar al tracto digestivo, el 
intestino sano de los mamíferos contiene varios miembros de este phylum como parte de su 
microbiota natural que, bajo ciertos ambientes intestinales, pueden convertirse en microbios 
colitogénicos que pueden desencadenar respuestas inflamatorias (Caporaso y col. 2011; 
Costello y col., 2009). 
En el presente trabajo, el consumo del probiotico generó, además del incremento en la 
proporción de Lactobacillaceae, una importante disminución de la clase Clostridia y un 
aumento en el phylum Verrucomicrobia con respecto al control. Es importante mencionar 
que el phylum Verrucomicrobia (en particular Akkermansia muciniphila) parece estar 
relacionado en el mantenimiento de las funciones de barrera intestinal mediante su acción 
moduladora en la mucosa (Derrien y col., 2011). 
Finalmente, al analizar el grupo PG, se observó un aumento en la abundancia de 
Lactobacillaceae con respecto al grupo que fue infectado y no recibió el probiótico, pero 
representando una proporción significativamente menor que cuando el probiótico se 
administró en animales no infectados (grupo P). Comparándolo con el grupo infectado 
(grupo G), observamos una reducción en la abundancia de la clase Clostridia y también en 
las proteobacterias, más específicamente en las épsilon proteobacterias; dos clases que se 
podrían estar relacionados con enfermedades del tracto gastrointestinal. 
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Figura 53: Ver leyenda en página 190. 
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Figura 53: Abundancia relativa de las distintas familias bacterianas presentes en las heces de 
los ratones. C: grupo control sin tratamiento; P: grupo que consumió sólo la cepa probiótica; G: 
Grupo infectado con Giardia intestinalis cepa H7. PG: Grupo tratado con la cepa probiótica e 
infectado con Giardia  intestinalis cepa H7. 
 
Estos resultados, muestran claramente que la infección por parte del parásito generó un 
desbalance de la microbiota intestinal, favoreciendo la prevalencia de ciertos 
microrganismos relacionados con patologías intestinales. Esto sumado a la pérdida de 
función barrera que Giardia provoca en el epitelio intestinal podría generar la traslocación 
de estas bacterias patógenas resultando en que el parásito no solo infecte al hospedador, sino 
que también funcione como un promotor de patologías de origen bacteriano.  
En los últimos años, se han realizado numerosas investigaciones acerca de las alteraciones 
del estado homeostático de la microbiota intestinal y su relación con patologías y 
manifestaciones clínicas de ciertas enfermedades, sobre todo en las interacciones parásito-
hospedador (Barash y col., 2017; Beatty y col., 2017; Carding y col., 2015; Leung y col., 
2018; Stensvold y col., 2018). En este sentido, la administración del probiótico parece evitar 
esta disbiosis generada por el parásito, disminuyendo la abundancia de las clases Clostridia 
y proteobacterias, en los cuales abundan microorganismos de carácter patógeno.  
Las investigaciones de las relaciones entre la microbiota intestinal y la salud del individuo 
abren un nuevo espectro terapéutico en el cual los probióticos se posicionan como 
protagonistas. El presente trabajo logró demostrar que la administración de un producto 
probiótico es capaz de modular la microbiota intestinal disminuyendo la cantidad de 
microorganismos oportunistas que puedan aprovecharse del daño en la función barrera 
producido por Giardia. 
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2.5 CONCLUSIONES 
En esta segunda parte del presente trabajo de tesis se evaluó el efecto de diferentes productos, 
tanto frescos como deshidratados, frente a la invasión por parte de Giardia en diferentes 
sistemas experimentales, que incluyeron efecto directo sobre la proliferación de trofozoitos 
así como también la utilización de modelos de células de epitelio intestinal humano en 
cultivo y modelo murino de infección, se indagó en aspectos relevantes de la relación del 
parásito con el huésped.   
Con los modelos in vitro se logró determinar el efecto de los sobrenadantes sobre el 
crecimiento del parásito y se constató que la neutralización elimina el efecto inhibitorio.  
La dificultad de avanzar en los in vitro debido a la imposibilidad de evaluación en sistemas 
que incluyan a los tres actores relevantes para este trabajo (células, parásitos y 
microorganismos probióticos), llevó a la realización de ensayos in vivo en un modelo murino 
de infección con G. intestinalis cepa H7 en el cual se elaboró un producto deshidratado 
elaborado con la cepa de L. plantarum CIDCA 83114 aislada de kefir.  
Esta aproximación experimental, permitió observar un efecto protector por parte del 
producto probiótico deshidratado administrado. Los efectos positivos se evidenciaron en tres 
ejes fundamentales: la disminución de la intensidad de infección y las alteraciones 
morfológicas de la mucosa, el efecto inmunomodulador y la capacidad de minimizar el 
desbalance de la microbiota causado por Giardia cepa H7. 
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CONCLUSIÓN GENERAL Y PERSPECTIVAS 
El término “alimento funcional” surgió en la década del 80 en Japón, como una forma de 
describir a aquellos alimentos que poseen ingredientes que resultan en un beneficio para el 
consumidor. Los productos probióticos representan uno de los grupos de alimentos 
funcionales más importantes, lo que se refleja en los estudios de mercado que vaticinan un 
crecimiento exponencial de esta rama de la industria alimentaria. La creciente información 
disponible y el grado de concientización acerca de la alimentación y su influencia en el 
bienestar llevan a los consumidores a cambiar sus preferencias, lo que explicaría este 
fenómeno. De esta manera, la industria alimentaria debe constantemente generar 
innovaciones y tecnologías en este sentido, satisfaciendo la necesidad de los consumidores.   
Hasta ahora, los productos lácteos fermentados y no fermentados han sido utilizados como 
los productos alimenticios comerciales más exitosos para suministrar bacterias probióticas. 
Pero estos productos requieren de un alto costo en logística, distribución y almacenamiento, 
y además, la diversificación del mercado genera la necesidad de tener nuevas presentaciones. 
La producción de cultivos deshidratados de microorganismos probióticos surge como una 
innovadora alternativa, ya que éstos requieren menor capacidad de almacenamiento y 
menores costos de transporte y refrigeración. La tecnología de secado spray es una 
alternativa tecnológica comprobada exitosamente para la deshidratación de  microrganismos 
probióticos. Además, cuenta con otras ventajas muy importantes, como su bajo costo 
comparado con otras tecnologías como la liofilización, la capacidad de permitir la 
producción continua de grandes cantidades de producto, y, la capacidad instalada existente. 
Sin embargo, es necesario realizar estudios para garantizar el carácter probiótico y el 
comportamiento durante el almacenamiento de los productos deshidratados. 
En consonancia con las tendencias actuales y la necesidad de producir nuevos alimentos 
funcionales, fundamentalmente deshidratados (como ya han planteado la FAO y la OMS), 
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se planteó el desarrollo de un suplemento probiótico deshidratado a partir de kefir, 
pensándolo tanto como una nueva presentación de este producto, así como un posible aditivo 
a diversas matrices alimentarias. El foco de este desarrollo se centró en la conservación de 
las propiedades probióticas en general y la posible acción protectora frente a la infección por 
parte de Giardia, en particular, debido a la gran prevalencia de este parásito en países en 
desarrollo. 
En la primera parte se evaluaron distintas estrategias para la obtención de un producto 
deshidratado a partir de kefir, que conserve su carácter probiótico, y que además sea estable 
durante su almacenamiento. De este modo, todas las estrategias se focalizaron en obtener un 
producto con alta viabilidad bacteriana, para que sea considerado como probiótico, y una 
aW lo suficientemente baja, para que el producto deshidratado se conserve durante su 
almacenamiento. 
Una vez obtenidas las condiciones óptimas de operación del secador spray para la 
deshidratación de kefir, se buscaron estrategias para aumentar la viabilidad, y optimizar 
también otros parámetros evaluados, como el contenido de humedad del producto obtenido 
y el rendimiento del proceso. La utilización de diferentes suspensiones carrier conteniendo 
20 % (p/v) de sólidos para deshidratar los microorganismos del kefir permitió mejorar dichos 
parámetros, obteniéndose productos con 8,6 log UFC/ g de bacterias lácticas en promedio y 
una actividad de agua inferior a 0,3. Sin embargo, se observó que las levaduras presentes en 
el kefir poseen una baja resistencia al estrés térmico que representa el secado spray, lo que 
hace que luego no puedan resistir el pasaje por el tracto gastrointestinal o el almacenamiento 
prolongado. 
Se evaluaron carriers con distinta composición y el efecto de la neutralización antes del 
proceso de deshidratación. Los productos obtenidos mostraron características muy similares 
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en los parámetros evaluados, pero mediante el análisis de componentes principales se pudo 
establecer que una combinación de leche descremada con permeado de suero o 
maltodextrina y sin neutralizar permitía obtener un producto con la mayor viabilidad de 
bacterias lácticas y la menor actividad de agua. Además, la presencia de leche descremada 
como componente del carrier mejoró la supervivencia de las bacterias lácticas a las 
condiciones gastrointestinales simuladas.  
Como ya fue mencionado, la caracterización de los productos, si bien contempló diversos 
aspectos, se focalizó en las propiedades probióticas. Comprobamos que todos los productos 
deshidratados fueron capaces de acidificar leche UHT, lo que indica que las bacterias 
presentes en dichos productos conservaron su capacidad acidificante tras el proceso de 
deshidratación. Es sabido que la producción de ácidos por parte de las bacterias lácticas 
posee efectos inhibitorios frente al desarrollo de patógenos, efecto que fue corroborado para 
todos los productos obtenidos frente a 3 cepas de Salmonella enterica serovar Enteritidis. 
Debido a que las propiedades probióticas de las bacterias lácticas dependen de la cepa, se 
buscaron formas de estudiar la composición microbiana de los productos deshidratados. Esto 
se llevó a cabo sobre la población viable en la cual, mediante secuenciación del gen que 
codifica para ARNr 16S, se pudo demostrar la prevalencia de Lactobacillus, en especial L. 
plantarum y de Enterococcus. Además, todos los productos obtenidos mantuvieron la 
viabilidad de bacterias lácticas y su actividad de agua a los mismos valores que el producto 
recién elaborado durante 60 días de almacenamiento a 4 °C.  
Los promisorios resultados obtenidos para la deshidratación de microorganismos del kefir 
utilizando carriers, llevaron a evaluar la factibilidad del escalado del proceso, mostrando 
resultados comparables a los obtenidos a escala laboratorio. Además, se pudo establecer que 
una diferencia de 5 °C en la temperatura de salida no tiene gran influencia en los parámetros 
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evaluados durante la caracterización del producto. Más aún, se mostró que si los productos 
se almacenan a 20°C la viabilidad bacteriana sólo se conservó durante 25 días. 
En la segunda parte del trabajo se realizaron estudios in vitro e in vivo para indagar acerca 
del efecto protector de los productos deshidratados frente a la infección por parte de Giardia 
intestinalis cepa H7. Los estudios sobre la proliferación del parásito in vitro mostraron que 
el pH afectó negativamente a los trofozoitos de Giardia impidiendo su correcto desarrollo. 
Los estudios in vitro sobre células se vieron dificultados por limitaciones propias del modelo 
que impidieron evaluar juntos los tres actores de esta historia: células, parásitos y producto 
deshidratado.  
Lo anteriormente expuesto, condujo a la realización de ensayos en modelo un murino de 
infección. Para estos ensayos in vivo se administró una cepa probiótica de L. plantarum 
deshidratada por secado spray en las condiciones optimizadas en la primera parte de la tesis, 
utilizando como sustrato permeado de suero. La posibilidad de elaborar un producto 
funcional a partir de permeado de suero le otorgaría un valor agregado a este subproducto 
de la industria láctea. El producto deshidratado obtenido mostró elevada viabilidad 
microbiológica y baja actividad de agua, parámetros que se mantuvieron inalterados durante 
al menos 30 días de almacenamiento a 4°C, y además conservó la capacidad de acidificar 
leche UHT.  
Aplicado entonces en el modelo murino de infección, se comprobó que la administración de 
este producto disminuyó la cantidad de trofozoitos en el intestino y el acortamiento de las 
vellosidades intestinales causada por Giardia. Además, el producto mostró propiedades 
inmunomoduladoras, estimulando la producción de citoquinas para desencadenar una 
respuesta Th2, incluso durante el transcurso de la infección donde Giardia regula 
negativamente la expresión de citoquinas. En contraste con otros estudios donde se observó 
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la modificación de poblaciones celulares relevantes en órganos hematopoyéticos murinos 
(Ej.: bazo), no se encontraron modificaciones en las subpoblaciones mieloides en medula 
ósea. Este hallazgo podría tener relación con el carácter transitorio de la infección por 
Giardia en el modelo murino. La administración del producto probiótico mostró la capacidad 
de modular la microbiota en favor de géneros asociados con beneficios para la salud del 
tracto gastrointestinal.  
Por otra parte, se demostró que la infección por Giardia produjo un desbalance en la 
microbiota a favor de géneros asociados con patologías intestinales el cual puede ser 
minimizado mediante la administración del producto probiótico elaborado. 
Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el secado spray utilizando 
suspensiones carrier constituye una herramienta tecnológica válida para el desarrollo de 
productos probióticos a partir de kefir o de cepas aisladas de éste. El proceso de 
deshidratación optimizado puede ser escalado con éxito, convirtiéndolo en una alternativa 
para la producción industrial de probióticos. La administración de un producto probiótico 
obtenido mediante este método mostro tener propiedades antagonistas frente a Giardia, 
capacidad inmunomoduladora y de regulación de la microbiota.  
Este es el primer reporte que demuestra el efecto de producto probiótico a base de permeado 
de suero y deshidratado mediante secado spray in vivo, lo que resulta ventajoso frente a otras 
formas de administración. Además, el presente trabajo de tesis representa un recorrido paso 
a paso desde la optimización de un proceso tecnológico para la obtención de un producto 
hasta a las pruebas in vivo para demostrar su funcionalidad; abriendo numerosas perspectivas 
en diversos ámbitos de estudio y aplicación. 
Desde el punto de vista del desarrollo de un producto probiótico deshidratado a partir de 
kefir, es necesario ahondar en metodologías que permitan una mayor supervivencia de las 
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levaduras debido a la relevancia de este grupo dentro de los probióticos. Además, es preciso 
profundizar en la caracterización de los productos deshidratados y en la aceptabilidad 
sensorial de los mismos por parte de los potenciales consumidores, así como estudiar su 
posible incorporación en diferentes alimentos para otorgarles un valor agregado como 
alimento funcional. 
En lo que respecta a la evaluación del efecto antagónico frente a Giardia, es importante 
desarrollar nuevos modelos de estudio que permitan incluir a todos los elementos relevantes 
del sistema. Esto permitirá indagar acerca de los mecanismos puestos en juego para dotar de 
una base racional a la utilización de probióticos en el contexto de la infección con Giardia. 
En este ámbito, sería de altísima relevancia la utilización del modelo in vivo en merión, ya 
que éste ha demostrado ofrecer una visión más completa de la infección por parte de Giardia 
en humanos. En base a los resultados del presente estudio, sería relevante analizar los 
cambios en la microbiota que produce Giardia en meriones debido a la escasa información 
existente al respecto.  
Como aspecto final a tener en cuenta, es de destacar que, si bien es cierto que el efecto de 
los microorganismos probióticos está documentado con una amplia variedad de estudios a 
diferentes niveles, el estado actual del conocimiento científico-tecnológico así como 
también la demanda de los consumidores, hacen que sean necesarios nuevos elementos que 
contribuyan a la comprensión de la base racional de los mecanismos de acción de los 
alimentos probióticos. Este trabajo de tesis doctoral se enmarca en este recorrido necesario 
entre aspectos básicos y aplicados imprescindibles teniendo en cuenta la complejidad de 
las interacciones puestas en juego. 
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Medio de Cultivo  y Buffers Utilizados 
Todos  los  medios  de  cultivo y buffers  se  esterilizaron  en  autoclave  a 120 °C durante 
15 minutos,  excepto  los  casos  indicados 
 
Caldo MRS (Difco, EEUU) 
Componente Para 1000 ml 
Peptona 10 g 
Extracto de carne 5 g 
Extracto de levadura 5 g 
D(+) glucosa 20 g 
K2HPO4 2 g 
Tween 80 1 g 
Citrato ácido de amonio 2 g 
Acetato de sodio 5 g 
MgSO4 0,1 g 
MnSO4 0,05 g 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH=6,4 – 6,6 
 
 
Agar MRS 
Caldo MRS adicionado adicionado con 1,5 g/l de agar-agar. 
 
Caldo nutritivo (Biokar,  Francia) 
Componente Para 1000 ml 
Extracto de carne   3 g 
Extracto de carne   5 g 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH = 6,8 – 7,2 
 
 
Agar Nutritivo 
Caldo Nutritivo adicionado con 1,5 g/l de agar-agar. 
ANEXO 
201 
 
 
 YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar) (Merck, Alemania) 
Componente Para 1000 ml 
Extracto de levadura   5 g 
Glucosa 20 g 
Cloranfenicol 0,1 g 
Agar-agar 14,9 g 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH = 6,5 – 6,6 
 
 
Medio Keister's modificado (TYI-S-33) 
Componente Para 1000 ml 
Digerido de caseína 20 g 
Extracto de levadura 10 g 
Dextrosa 10 g 
Bilis bovina 0,75 g 
NaCl 2 g 
L-Cisteína.HCl 2 g 
Ácido ascórbico-sal sódica 0,2 g 
K2HPO4 0,6 g 
KH2PO4 0,05 g 
Citrato férrico- amónico 0,228 g 
Suero bovino adulto 100 ml 
Penicilina 0,0624 g 
Estreptomicina 0,1 g 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH=6,9 
 
El suero bovino se inactivo durante 30 min a 60 °C. El pH se ajustó a pH 6.9 con NaOH5N 
previo a la esterilización por filtración a través de una membrana de 0,22 μm.  
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Medio MTYI  
Componente Para 1000 ml 
Digerido de caseína 20 g 
Extracto de levadura 10 g 
Dextrosa 20 g 
NaCl 2 g 
L-Cisteína.HCl 2 g 
Ácido ascórbico-sal sódica 0,2 g 
K2HPO4 0,6 g 
KH2PO4 0,05 g 
Tween 80 1 g 
Suero bovino adulto 100 ml 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH=6,9-7 
 
El suero bovino se inactivo durante 30 min a 60 °C. El pH se ajustó a pH 7,0 con NaOH5N 
previo a la esterilización por filtración a través de una membrana de 0,22 μm. 
 
DMEM (Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium) completo  
Componente Para 1000 ml 
DMEM (Gibco, EEUU) 1 sobre 
Suero Fetal Bovino 180 ml 
Aminoácidos no esenciales (100X) 13 ml 
Penicilina / Estreptomicina (1000 UI, 1000 μg/ml) 13 ml 
Gentamicina (50 mg/ml) 10 ml 
NaHCO3 2 g 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH=6,9-7,2 
 
El suero fetal bovino se inactivó 30 min a 60 º C. Una vez preparado, el medio se esterilizó 
por filtración a través de una membrana de 0,22 μm.  
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DMEM Adhesión  
Componente Para 1000 ml 
DMEM 1 sobre 
NaHCO3 2 g 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH=6,9-7,2 
 
Una vez preparado, el medio se esterilizó por filtración a través de una membrana de 0,22 
μm.  
 
PBS  
Componente Para 1000 ml 
NaCl 8,02 g 
KCl 0,231 g 
Na2HPO4 1,17 g 
KH2PO4 0,2 g 
H2O  c.s.p 1000 ml 
pH=7,2 – 7,4 
 
 
Buffer de Lisis: 
Componente Para 100ml Concentración Final 
Tris 1M (pH=8) 2ml 20mM 
EDTA 0,5M (pH=8) 0,4ml 2mM 
Triton X-100 1,2ml 1,2% v/v 
NaCl 585mg 100mM 
H2O  c.s.p 100ml  
 
 
Reactivos para electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE)  
Solución Acrilamida-Bisacrilamida 40% 
Componente Para 100 ml 
Acrilamida 38,93 g 
Bisacrilamida 1,07 g 
H2O  c.s.p 100 ml 
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Filtrar con membrana de 0,45 μm.y conservar en frasco color caramelo a 4 °C. 
 
Buffer Muestra  
Componente Para 10 ml 
Azul de Bromofenol 2% 0,25 ml 
Xileno cianol 2% 0,25 ml 
Glicerol 100% 7 ml 
H2O  c.s.p 10 ml 
 
Persulfato de Amonio 10% 
Componente Para 10 ml 
Persulfato de Amonio 1 g 
H2O  c.s.p 10 ml 
 
Preparar en el momento de uso o conservar congelado. 
 
Solución stacking 
Componente Para 10 ml 
Temed 10 μl 
Persulfato de Amonio 10% 10 μl 
Acrilamida 0% c.s.p 10 ml 
 
  
Solución de tinción 
Componente Para 10 ml 
SybrGold 200 μl 
Buffer TAE c.s.p 1000 ml 
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Estudio de poblaciones hematopoyéticas de médula ósea por citometría de flujo 
 
Ejemplo del análisis efectuado para la determinación de las distintas subpoblaciones 
hematopoyéticas  en medula ósea. El recuento diferencial de las  células fue llevado a cabo 
con un citómetro de flujo (FACScalibur, Becton  Dickinson, EEUU), luego de hacer una 
región en la población de células viables en el gráfico forward scatter  (FSC) vs side scatter 
(SSC) como se muestra a continuación (Figura 54 A). Para establecer potencia del láser se 
utilizaron  células sin marca, y la compensación se realizó sobre células con simple marcado. 
Ver sección 2.3.3.8 para ver anticuerpos utilizados y método empleado. 
Una vez seleccionadas las células viables (Figura 54 A), se evaluó FL-1 (CD34-FITC) vs 
SSC, donde se seleccionaron las células madre hematopoyéticas (CD34+) (Figura 54 B). 
Dentro del gate CD34+, se examinó FL-2 (CD117-PE) vs SSC, separando las células 
pluripotenciales comprometidas en linaje mieloide (CD117+), de aquellas que se hallan 
comprometidas con el linaje linfoide (CD117-)(Figura 54 C). 
Luego, dentro de la subpoblación CD117+, se evaluó FL-4 (Lin -APC ) vs SSC para 
establecer la células de linaje mieloide maduro (Lin+)(Figura 54 E); mientras que en la 
subpoblación CD117-, se evaluó FL-3 (Ly6A/E-Biot/St) vs SSC para establecer células de 
linaje linfoide maduro (Ly6A/E+) (Figura 54 D). 
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Para le detección de las distintas subpoblaciones dentro de las células de linaje mieloide 
maduras, se procedió del siguiente modo. Una vez seleccionadas las células viables en el 
gráfico forward scatter  (FSC) vs side scatter (SSC) (Figura 55 A), se evaluó FL-1 (Ly6G-
FITC) vs SSC  (Figura 55 B), que me permite separar la subpoblación Ly6G +, de la Ly6G 
-. Para la identificación de los neutrófilos se examinó dentro de la subpoblación Ly6G+ el 
gráfico FL-2 (Gr-1-PE) vs SCC, donde aquella subpoblación Gr-1+ corresponde a este tipo 
 
Figura 54: Esquema ejemplo del análisis por citometría de flujo de las diferentes 
subpoblaciones y linajes celulares en médula ósea. 
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celular. Por su parte, dentro de la subpoblación Ly6G-, se examinó el gráfico de FL-3 (Ly6C-
Biot/St), que separa Monocitos (Ly6C+) de Eosinófilos (Ly6C-) (Figura 55 D). 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 55: Esquema ejemplo del análisis por citometría de flujo de las diferentes 
subpoblaciones celulares maduras pertenecientes al linaje mieloide. 
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